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un  síndrome  asociado  principalmente  a  cinco  fenotipos:  encefalomiopatía, 
enfermedad  multisistémica  infantil  severa,  ataxia  cerebelar,  miopatía  aislada  y 
síndrome  nefrótico.  Aunque  los  síntomas  pueden  ser muy  variables  y  no  todos  los 
pacientes responden de  la misma manera al tratamiento, algunos de ellos responden 
de  manera  positiva  al  ser  tratados  con  CoQ10,  por  lo  que  es  una  de  las  pocas 
enfermedades mitocondriales con tratamiento efectivo. Conocer la ruta de síntesis de 
CoQ  puede  ayudarnos  a  realizar  un  diagnóstico más  rápido  y  a  encontrar  nuevas 
terapias  para  los  pacientes  con  deficiencia  de  CoQ.  Aunque  no  se  conoce  bien  en 
humanos,  la ruta de síntesis de CoQ está bien conservada por  lo que podemos tener 
una  idea de cómo  funciona basándonos en  la ruta de  la  levadura S. cerevisiae que sí 
está bien caracterizada.  





en  otro  de  los  componentes  de  este.  En  el  caso  de  la  síntesis  de  CoQ6,  la 
sobreexpresión de Coq8p ha sido utilizada con frecuencia para demostrar la existencia 
de un  complejo de  síntesis  y darnos  información  sobre  la  función de algunas de  las 
proteínas de este complejo (Ozeir et al., 2011; Padilla et al., 2009; Xie et al., 2012). En 
este trabajo se ha utilizado    la sobreexpresión de  las distintas proteínas Coq tanto en 
una  levadura  silvestre  como en diferentes mutantes nulos.  Los  resultados obtenidos 







Una de  las proteínas que  interviene en  la síntesis de CoQ6 es Coq4p, cuya función es 
desconocida pero es  indispensable para  la síntesis de CoQ6 (Belogrudov et al., 2001). 
Basándose  en  lo  poco  que  se  conoce  de  ella  y  en  un modelo  tridimensional  de  su 
estructura,  Coq4p  ha  sido  propuesta  como  proteína  nucleadora  del  complejo  de 
síntesis uniéndose a un intermediario isoprenoide de la síntesis y al resto de proteínas 
Coq  (Marbois  et  al.,  2009; Rea  et  al.,  2010).  En  los  últimos  tiempos  se  han  hallado 
mutaciones en el gen COQ4 en pacientes con deficiencia primaria de CoQ por lo que ha 
aumentado  el  interés  por  conocer  su  función  (Jimenez‐Ortega,  2009;  Salviati  et  al., 
2012).  
La  síntesis  de  CoQ,  como  otros  muchos  procesos  celulares,  está  regulada  por 
fosforilación. Se ha demostrado que Coq7 es regulado de esta manera e incluso se ha 
descrito  la  fosfatasa  impliada  en  su  desfosforilación,  Ptc7p  (Martin‐Montalvo  et  al., 
2011,  2013).  Además,  existen  otras  proteínas  que  también  son  fosforiladas  como 
Coq3p, Coq5p  y Coq7p  (Tauche  et  al.,  2008)  por  lo que  no podemos descartar que 
existan otras  fosfoproteínas en esta  ruta de  síntesis.  La hipótesis de partida de este 
trabajo es que Coq4p, debido a su posible función nucleadora es una buena candidata 
para  ser  fosforilada  y  regular mediante  este  proceso  el  inicio  de  la  nucleación  del 
complejo de la síntesis de CoQ. Para ello se llevo a cabo un estudio de su secuencia en 
busca  de  posibles  sitios  de  fosforilación  en  el  que  se  seleccionaron  tres  residuos 
conservados que se localizaban en la misma región de la superficie de la proteína. Un 
ensayo  de  fosforilación  in  vitro  de  la  proteína  demostró  que  esta  era  capaz  de  ser 
fosforilada  por  una  PKC mientras  que  la  sustitución  de  estos  tres  aminoácidos  por 
alanina, un aminoácido que no puede  ser  fosforilado,  llevó  a una disminución de  la 
fosforilación de la proteína.  
Para  comprobar  el  efecto  de  estas  mutaciones  in  vivo,  se  utilizaron  levaduras 
portadoras  de  estas  versiones  modificadas  de  Coq4p  y  se  analizaron  distintos 
parámetros  fisiológicos  como  crecimiento en un medio  con glicerol  como  fuente de 
carbono, niveles de CoQ6, consumo de oxígeno, medida de las actividades de la cadena 
respiratoria, etc. Según los resultados, se observó que estas levaduras poseían niveles 







estos  mutantes  con  otros  mutantes  puntuales  en  COQ4  anteriormente  descritos 
(Belogrudov et al., 2001; Marbois et al., 2009) se determinó que existen dos tipos de 
mutantes en Coq4p asociados a dos  funciones distintas de  la proteína, por un  lado, 
Coq4p  participa  en  la  síntesis  de  CoQ6  siendo  necesaria  como  nucleadora  para  la 
formación  del  complejo  de  síntesis.  Por  otro  lado,  Coq4p  es  indispensable  para  el 







































El  coenzima Q  o  ubiquinona  (CoQ)  es  una molécula  de  naturaleza  lipídica  que  fue 
caracterizada en la década de los 50 (Crane et al., 1957; Festenstein et al., 1955). Está 
formada  por  un  anillo  benzoquinónico  hidroxilado,  el  cual  le  confiere  su  capacidad 
redox,  unido  en  posición  3  a  una  cola  poliisoprenoide  de  longitud  variable.  La  cola 
isoprenoide  es  la  responsable  de  que  el  CoQ  pueda  anclarse  a  las membranas.  El 
número  de  unidades  de  isopreno  que  contiene  depende  de  la  especie,  siendo  6 






















de  transporte de electrones comienza cuando el complejo  I  toma dos electrones del 
NADH y los cede a una molécula de CoQ reduciéndola. En esta reducción el CoQ toma 
dos H+ de  la matriz y  la energía  liberada por  la transferencia de electrones permite el 
paso de cuatro H+ desde la matriz al espacio intermembrana en el complejo I. Por otro 
lado, el succinato, vía FADH2, puede ceder dos electrones al complejo II y reducir una 
molécula de CoQ, que a  su vez  toma dos H+ de  la matriz. El complejo  II no produce 
translocación  de  protones  al  espacio  intermembrana.  El  complejo  III  transfiere  los 
electrones  desde  el  CoQH2  hasta  el  citocromo  c.  Por  cada molécula  de  CoQH2  se 
reducen  dos moléculas  de  citocromo  c  y  dos  protones  son  translocados  al  espacio 
intermembrana.  Al  oxidarse,  el  ubiquinol  libera  otros  dos  protones  al  espacio 
intermembrana, por  lo que por cada molécula de ubiquinol que  llega al complejo  III, 
son translocados cuatro H+. El paso de electrones desde el CoQH2 hasta el complejo III 
se  produce mediante  el  llamado  ciclo  del  CoQ  (Cramer  et  al.,  2011).  Por  último,  el 
complejo  IV  oxida  el  citocromo  c  para  reducir  oxígeno  molecular.  Son  necesarias 
cuatro  moléculas  de  citocromo  c  y  dos  protones  de  la  matriz  para  obtener  dos 
moléculas de agua. Además se produce  la  translocación de cuatro H+ más al espacio 
intermembrana.  Durante  la  transferencia  de  electrones  se  genera  un  gradiente  de 
protones  entre  ambos  lados  de  la membrana  interna.  Dado  que  la membrana  es 
impermeable al paso de protones, estos pasan a la matriz a través de la ATP sintetasa 








Figura  2.  Cadena  de  transporte  de  electrones  mitocondrial.  El  CoQ  es  el  encargado  del 
transporte de electrones desde los complejos I y II al complejo III. Desde el complejo III pasan 
al citocromo c y de ahí al complejo IV. Este transporte de electrones lleva acoplado el bombeo 
de  protones  desde  la  matriz  mitocondrial  al  espacio  intermembrana,  produciéndose  un 










1995,  1998),  la  regeneración  de  antioxidantes  como  la  vitamina  E  (inserta  en  la 
membrana plasmática)  (Kagan et  al., 1998)  y  la  vitamina C  (en  la  superficie  celular) 
(Gómez‐Díaz  et  al.,  1997)  y  parece  intervenir  en  el  control  del  crecimiento  y  la 
diferenciación celular (Gómez‐Díaz et al., 1997). También hay  indicios de  la existencia 
de  una  CoQ‐reductasa  dependiente  de  NADH  implicada  en  la  translocación  de 
protones en el lisosoma (Gille and Nohl, 2000). 
 
El  CoQ  es  el  único  antioxidante  de  naturaleza  lipídica  sintetizado  endógenamente 
(Bentinger et al., 2007). Es capaz de evitar la oxidación de las proteínas y del ADN, y la 













Otra  de  sus  funciones  es  la  regulación  de  la  apertura  del  poro  de  transición 





que  la  evitan  se  encuentra  el  CoQ  (Walter  et  al.,  2000),  impidiendo  que,  como 
consecuencia  de  la  apertura,  la  célula  entre  en  apoptosis mediante  la  pérdida  del 
potencial  de  membrana,  liberación  del  citocromo  c,  activación  de  la  cascada  de 
caspasas y fragmentación del ADN (Bernardi and Di Lisa, 2014). 
 
El  CoQ  es  además  cofactor  de  las  proteínas  desacoplantes  o  termogeninas  (UCP), 
siendo estas incapaces de translocar protones en su ausencia (Echtay et al., 2000). Las 
proteínas  desacoplantes  están  presentes  en  la  membrana  mitocondrial  interna  y 
translocan  protones  hacia  la  matriz  mitocondrial  desacoplando  el  gradiente  de 
protones  de  la  fosforilación  oxidativa  y  produciendo  la  liberación  de  calor.  Estas 
proteínas  podrían  actuar  en  la  termogénesis  (Klingenberg  and  Echtay,  2001),  en  la 
supresión  de  radicales  de  oxígeno  y  una  alteración  de  su  expresión  podría  estar 











orotato  por  la  dihidroorotato  deshidrogenasa.  En  esta  reacción  dos  electrones  son 
cedidos  al  CoQ  que,  a  su  vez,  se  reduce.  El  orotato,  una  vez  sintetizado,  vuelve  al 
citosol para dar lugar a la formación de uracil monofosfato (UMP).  
 
La  β‐oxidación de  los ácidos grasos es otro proceso en el que el CoQ está  implicado 
como  transportador  de  electrones.  En  este  proceso  se  produce  poder  reductor  en 
forma  de  FADH2.  Los  electrones  pasan  del  FADH2  a  la  proteína  ETF  y  de  esta  a  la 
proteína  ETFDH,  que  finalmente  los  cede  al  CoQ  (Watmough  and  Frerman,  2010; 
Zhang et al., 2006). 
 





También  se  ha  observado  que  el  CoQ  posee  propiedades  antiateroescleróticas 
protegiendo  el  LDL  de  la  oxidación.  Además,  reduce  los  niveles  de  las  peroxidasas 












El CoQ  estimula  la  liberación  de  óxido  nítrico  endotelial,  lo  que  ayuda  a mejorar  la 
disfunción endotelial  en pacientes con diabetes tipo 2 (Hamilton et al., 2007). 
 









localizan  en  la  mitocondria  (Tran  and  Clarke,  2007).  Es  ahí  donde  se  encuentra 




Numerosos  estudios  han  ayudado  al  entendimiento  de  la  ruta  de  síntesis  en 
procariotas y levaduras y, gracias a que está bastante conservada, podemos tener una 
idea de cómo funciona en mamíferos, donde no está tan bien caracterizada. Como se 
ha  dicho  anteriormente,  la  molécula  de  CoQ  está  compuesta  por  un  anillo 
benzoquinónico,  el  ácido  4‐hidroxibenzoico  (4‐HB),  y  una  cola  de  naturaleza 
poliisoprenoide. En eucariotas, el 4‐HB  se  sintetiza a partir de  la  tirosina aunque en 
levaduras  también  puede  ser  sintetizado  a  partir  del  corismato,  como  ocurre  en 
bacterias (Meganathan, 2001). En eucariotas, la cola isopreonide se forma a partir del 
dimetilalil  difosfato  y  el  isoprenil  difosfato,  ambos  síntetizados  a  patir  del  acetil‐







metil‐D‐eritritol  4‐fosfato  (MEP)  (Lange  et  al.,  2000).  Aunque  durante  décadas  se 
consideró  al  4‐HB  como  el  único  precursor  del  anillo  quinónico,  lo  cierto  es  que  la 




Saccharomyces  cerevisiae  es  el  organismo  eucariota  en  el  que mejor  se  conoce  el 
proceso de síntesis de CoQ a través del hallazgo de grupos de complementación para 
distintos mutantes deficientes en síntesis de CoQ. De esta manera se han identificado 




homología  de  secuencia  y  algunos  de  ellos  complementan  funcionalmente  en  el 
mutante nulo de levadura correspondiente, como en el caso de COQ2 (Forsgren et al., 
2004), COQ3 (Jonassen and Clarke, 2000), COQ4 (Casarin et al., 2008), COQ6 (Heeringa 
et  al.,  2011)  y  COQ7  (Vajo  et  al.,  1999),  lo  cual  indica  que  la  ruta  está  bastante 
conservada en humanos. 
El primer paso de la ruta de síntesis es la formación de la cola poliisoprenoide llevada a 
cabo por Coq1p  (Ashby  and Edwards, 1990), una poliisoprenil difosfatasa de  la  cual 
depende el numero de unidades de  isopreno que contiene. A continuación, Coq2p se 
encarga de unir  la cola  isoprenoide al anillo benzoquinónico dando  lugar al ácido 4‐
hidroxi‐3‐poliprenil benzoico (HHB) (Ashby et al., 1992). Coq2p es hasta ahora la única 











metilación  (Barkovich  et  al.,  1997;  Nguyen  et  al.,  2014)  y  Coq6p  y  Coq7p  son  dos 
hidroxilasas que  llevan a cabo  la hidroxilación de  los carbonos 5 y 6 respectivamente 
(Marbois  and  Clarke,  1996;  Ozeir  et  al.,  2011).  Yah1,  una  ferredoxina  y  Arh1,  una 
ferredoxina  reductasa,  parecen  ser  necesarias  para  la  síntesis  de  CoQ,  actuando 
posiblemente  como  donadores  de  electrones  en  el  primer  paso  de  hidroxilación 
catalizado  por Coq6p. Coq8p  es  una  presunta  quinasa  cuya  sobreexpresión  permite 





parece  no  estar  implicada  en  la  síntesis  de  CoQ,  sino más  bien  es  una  proteína  de 




la  síntesis de CoQ  a  través de  la desfosforilación de Coq7p  (Martin‐Montalvo et  al., 
2013).  También  existen  la  familia  de  genes  nucleares  ADCK  que  codifican  para 
proteínas quinasas que contienen el dominio aarF. Los genes humanos ADCK3 y ADCK4 





síntesis  de  CoQ.  Sin  embargo,  todavía  queda  por  determinar  la  función  de  ciertas 
















en  alguna  de  las  funciones mitocondriales.  Generalmente,  este  defecto  acaba  por 
producir  un  mal  funcionamiento  de  la  cadena  respiratoria,  ya  sea  directa  o 
indirectamente, por  lo que  también  se  conocen  como  afecciones de  la  fosforilación 
oxidativa  (OXPHOS).  Tienen  una  prevalencia  de  al menos  1  de  cada  5000  personas 
entre adultos y niños  (Schaefer et al., 2004) por  lo que se consideran enfermedades 













Síndrome de Kearns‐Sayre  Demencia,  diabetes  mellitus,  sordera,  miopatía, 
hipoparatiroidismo y disfagia 
MELAS  Encefalomiopatía,  migraña,  vómitos,  demencia,  epilepsia, 
sordera,  ataxia,  retinosis  pigmentaria,  cardiomiopatía, 
disfunción tubular renal proximal y miopatía 





GRACILE  Retraso  en  el  crecimiento,  aminoaciduria,  colestasis,  
acidosis láctica y muerte temprana 
Sindrome de Barth  Miopatía  mitocondrial,  cardiopatía,  retraso  en  el 
crecimiento y leucopenia 






célula,  las enfermedades mitocondriales afectan  sobre  todo a  los  tejidos  con mayor 
demanda  energética  como  cerebro, músculo  esquelético  y  cardíaco,  riñones,  ojos  y 
sistema endocrino (Keogh and Chinnery, 2013). Pueden ser debidas a mutaciones en el 
mtDNA  o  en  el  ADN  nuclear  (nDNA).  Para  su  diagnóstico  se  pueden  llevar  a  cabo 
diferentes  pruebas  genéticas  para  determinados  síndromes  en muestras  de  orina, 
sangre, mucosa bucal o  incluso una biopsia muscular  (Keogh and Chinnery, 2013). A 










Entre  las enfermedades mitocondriales  se ha descrito el  síndrome de deficiencia de 
CoQ  (Navas,  2014).  Se  considera  que  un  individuo  presenta  deficiencia  cuando  los 
niveles de CoQ en determinados  tejidos  son  inferiores a un valor considerado como 
control  (proveniente  de  numerosas medidas  llevadas  a  cabo  en  individuos  sanos). 
Estos valores no siempre están bien definidos. Niveles de CoQ que para un paciente 
resultan  patogénicos  pueden  no  producir  ningún  tipo  de  transtorno  en  otro.  En 
nuestro laboratorio disponemos de un servicio de Fisiopatología y Bioenergética en el 
cual  se  lleva  a  cabo  la  cuantificación  de  CoQ  por  HPLC mediante  detección  UV  y 
electroquímica.  Este  laboratorio  presta  servicio  a  hospitales  públicos  y  privados  de 
Andalucía y ha analizado hasta el día de hoy cientos de muestras de pacientes para su 
diagnóstico. En nuestro caso, consideramos que existe una clara deficiencia cuando los 
valores sobrepasan ‐ 2 veces  la desviación estándar de  los valores de referencia  . Los 




La  deficiencia  de  CoQ  puede  ser  primaria,  debida  a  mutaciones  en  los  genes 
directamente  implicados  en  la  síntesis  de  CoQ,  o  secundaria,  si  las mutaciones  se 














debida  a  que,  mediante  algún  mecanismo  de  retroalimentación,  se  regula 
negativamente  la síntesis de CoQ (Gempel et al., 2007). También podría ser debido a 
que  la unión  incorrecta de  la enzima al CoQ haga que este  se degrade  (Olsen et al., 
2003). 
 
En  la mayoría de  los casos,  las mutaciones que causan deficiencia de CoQ  tienen un 
modo de herencia autosómico recesivo y los síntomas suelen manifestarse durante la 
niñez. La suplementación con CoQ10  lleva a  la mejora de algunos pacientes pero esto 
no  ocurre  en  todos  los  casos,  ya  que  depende  de  los  síntomas  y  del  origen  de  la 





de  CoQ,  el  caso  de  dos  hermanas  con miopatía mitocondrial,  elevados  niveles  de 
creatina  quinasa  en  suero, mioglobinuria,  acidosis  láctica  y  disfunción  del  sistema 
nervioso  central  asociados  con  una  baja  actividad  de  los  complejos  respiratorios  y 
bajos niveles de CoQ en  músculo (Ogasahara et al., 1989). Este fue el primer caso de 
encefalopatía  asociado  a deficiencia de CoQ   y desde  entonces han  aparecido otros 
muchos con un cuadro clínico similar.  
 





‐ Ataxia cerebelosa: El  fenotipo más común asociado con  la deficiencia de CoQ es  la 









‐ Miopatía  aislada:  Se  han  dado  casos  de  pacientes  que  presentaban miopatía  con 
acumulación de  lípidos  y disfunción de  la  cadena  respiratoria  (Horvath  et  al.,  2006; 
Lalani et al., 2005) debido a mutaciones en el gen ETFDH (Gempel et al., 2007), aunque 
mutaciones en este gen no siempre van asociadas a una deficiencia de CoQ.  






es  de  esperar  que  se  produzcan  una  serie  de  modificaciones  en  el  metabolismo 
bioenergético. En un estudio reciente realizado por nuestro grupo en  fibroblastos de 
pacientes  con  deficiencia  de  CoQ,  tanto  primaria  como  secundaria,  se  observó  que 
esta  deficiencia  producía  un  cambio  en  la  expresión  de  determinados  genes  como 
forma de adaptación a la disfunción mitocondrial (Fernández‐Ayala et al., 2013). Estos 
cambios  llevaban  a  las  células  hacía  un  metabolismo  glicolítico  mientras  que  se 
reprimían genes implicados en la activación del metabolismo lipídico y respiratorio. La 
suplementación  con  CoQ  reactivaba  el  metabolismo  respiratorio  aunque  no  el  de 
lípidos.  La  deficiencia  de  CoQ  también  conduce  a  las  células  hacía  un  estado  de 
supervivencia  en  estas  condiciones  por  medio  de  la  activación  del  ciclo  celular, 
crecimiento  y  mantenimiento  de  un  estado  indiferenciado  además  de  activar  la 
respuesta a estrés e  inhibir  la apoptosis. Tras  la suplementación con COQ se observó 
un  aumento  de  la  respuesta  a  estrés  e  inmunológica  pero  sólo  se  restauró 
parcialmente  la  apoptosis.  Tanto  el  ciclo  celular  como  el  crecimeinto  no  se  vieron 
afectados por esta suplementación. Esta adaptación celular está regulada por cambios 
epigenéticos por demetilación de genes  implicados en el  control del  ciclo  celular,  la 














2013; Mollet  et  al.,  2007;  Quinzii  et  al.,  2006),  COQ4  (Salviati  et  al.,  2012),  COQ6 
(Heeringa  et  al.,  2011),  ADCK3/CABC1  (Lagier‐Tourenne  et  al.,  2008; Mollet  et  al., 
2008), COQ9 (Duncan et al., 2009) y ADCK4 (Ashraf et al., 2013).  
 
En  2006  se  publicó  el  caso  de  un  niño  con  síndrome  de  Leigh  severo,  síndrome 
nefrótico y deficiencia de CoQ10 en fibroblastos y músculo debido a una mutación en 
heterocigosis en el gen PDSS2 (López et al., 2006) que codifica para la subunidad 2 de 
la  poliprenil  difosfasto  síntasa,  enzima  encargada  de  la  síntesis  de  la  cola 
poliisoprenoide  del  CoQ.  En  2007  apareció  el  caso  de  dos  hermanos  de  padres 




En  2006  apareción  por  primera  vez  el  caso  de  dos  hermanos  con  una mutación  en 
homocigosis en el gen COQ2 (Quinzii et al., 2006). Este fue además el primer caso de 
diagnóstico  molecular  en  pacientes  con  deficiencia  de  CoQ.  Ambos  presentaban 
problemas  renales entre otros  síntomas  y mejoraron  tras el  tratamiento  con CoQ10. 
Posteriormente, apareció el caso de dos hermanos con una deleción en homocigosis 
en COQ2 (Mollet et al., 2007), uno de  los cuales presentaba problemas neurológicos, 
síndrome  nefrótico,  hepatopatía,  pancitopenia,  diabetes,  convulsiones  y  acidosis 
láctica, hasta que murió de fallo multiorgánico a los 12 días de vida. El hermano mayor 
presentaba anemia, fallo hepático e insuficiencia renal y murió con un día de edad. En 
2007  aparecen  otros  dos  casos  de  pacientes  con  mutaciones  en  COQ2  con 
glomerulopatía   y déficit de CoQ  (Diomedi‐Camassei et al., 2007). Recientemente, se 






mutaciones  en  este  gen.  Los  dos  hermanos  presentaban  apnea,  convulsiones, 
problemas  alimenticios  y  edema  generalizado,  además  de  necesitar,  en  ocasiones,  
respiración artificial. Sin embargo, a diferencia de otros pacientes con mutaciones en 







































proliferación mitocondrial  elevada,  acumulación  de  lípidos  o  una  disminución  en  la 
actividad de  los complejos de  la cadena, sobre  todo  las actividades de  los complejos 
I+III  (NADH‐citocromo  c  oxidorreductasa)  y  II+III  (succinato‐citocromo  c 
oxidorreductasa). Sin embargo, aunque se obtenga un resultado negativo no podemos 























en  ambos  casos  repartidos  en  tres  tomas  diarias  (Emmanuele  et  al.,  2012).  La 
deficiencia de CoQ es una de las pocas enfermedades mitocondriales para la que existe 
tratamiento  aunque  la  respuesta  es muy  diferente  dependiendo  del  paciente.  Los 
pacientes con encefalomiopatía muestran una mejora en el músculo y en alguno de 
ellos mejoró  la encefalomiopatía  tras el  tratamiento. En el caso de miopatía aislada, 
también hubo una mejoría en  la mayoría de ellos y otros pacientes  respondieron al 
tratamiento con riboflavina  (100mg al día)  (Gempel et al., 2007). Cuando se  trata de 
enfermedad  infantil  multisistémica,  el  CoQ  mejora  los  síntomas  miopáticos  y  la 
encefalopatía y mejora  la proteinuria en pacientes con nefropatía aislada. En el caso 
más  común,  el  de  la  ataxia  cerebelar,  puede  mejorar  los  síntomas  musculares  y 
mejorar la ataxia (Artuch et al., 2006; Emmanuele et al., 2012; Pineda et al., 2010). Aun 
así, no todos los pacientes responden al tratamiento. El hecho de que en algunos casos 
no  haya mejoría  de  los  síntomas  relacionados  con  el  sistema  nervioso  podría  ser 





La  levadura S. cerevisiae es un  fermentador aerobio  facultativo que puede crecer en 
glucosa incluso por fermentación en presencia de oxígeno, pero también puede crecer 
mediante  respiración  en  una  fuente  de  carbono  no  fermentable  (Gancedo,  1998). 
Puesto que el CoQ es necesario principalmente durante la respiración, se ha estudiado  
la activación de  la  síntesis en al paso de  transición del metabolismo  fermentativo al 
respiratorio (Sippel et al., 1983). Se ha demostrado que altos niveles de glucosa en el 
medio  de  cultivo  disminuyen  la  cantidad  de  CoQ  en  S.  cerevisiae,  a  la  vez  que 
aumentan  los niveles del  intermediario quinónico 3,4‐dihidroxi‐5‐hexaprenilbenzoato 
(3,4‐DHHB).  Esto  además  sugiere  que  la metilación  de  esta molécula  podría  ser  un 









lactato  o  el  glicerol  (Gancedo,  1998).  La  adición  de  AMPc  en  presencia  de  glucosa 




se  produce  etanol.  Cuando  no  hay  glucosa  y  se  comienza  a  consumir  el  etanol  se 
produce un  cambio de metabolismo denominado  fase post‐diáuxica  (Pedruzzi et al., 
2000), en  la que  la célula modifica su metabolismo de  fermentativo a  respiratorio y, 
por tanto,  requiere un mayor concentración de CoQ. Relacionados con estos cambios 
en  el  metabolismo,  los  niveles  de  CoQ  y  el  intermediario  demetoxi‐CoQ  (DMQ) 
cambian  durante  el  crecimiento  en  un medio  como  el  YPD.  Al  principio,    en  alta 
glucosa,  lo que  se  acumula es HHB,  ya que  la  levadura  tiene  suficiente energía que 
obtiene de la fermentación (Poon et al., 1995). Cuando la glucosa va disminuyendo se 












Se  dispone  de  poca  información  sobre  los  factores  de  transcripción  que  regulan  la 
expresión  de  los  genes  COQ.  COQ5  es  regulado  por  Hap2p,  una  subunidad  del 
complejo  HAP  (heme  activated‐glucose  repressed  CCAAT‐binding  complex),  un 






Willis,  2002).  También  es  regulado  negativamente  por  Mig1p  que  participa  en  la 
represión  por  glucosa  y  que  a  su  vez  es  fosforilado  por  Snf1p  inactivándolo  en 
condiciones  de  baja  glucosa  (Gancedo,  1998).  COQ2  es  regulado  positivamente  por 
Hap1p  (Harbison et al., 2004; Hickman and Winston, 2007). Mediante  la plataforma 
YEASTRACK (Abdulrehman et al., 2011; Monteiro et al., 2008) se pueden encontrar en 
los  promotores  de  los  genes  COQ  posibles  secuencias  promotoras  reconocidas  por 
factores de transcripción implicados en el metabolismo respiratorio mitocondrial como 








Una  de  las  funciones  principales  del  CoQ  es  su  papel  como  antioxidante.  El  ácido 
linolénico  es  un  potente  activador  de  la  peroxidación  lipídica  en  membranas  de 
levadura (Do et al., 1996) y también en mamíferos (Colquhoun and Schumacher, 2001). 
En  levaduras,  la presencia de  ácido  linolénico  aumenta  la expresión de  genes  como 
COQ3, COQ5 y COQ7 (Hagerman et al., 2002; Padilla et al., 2009). En el caso de COQ3 y 
COQ7, además,  induce  la conversión de DMQ a CoQ (Padilla et al., 2009). Levaduras 
deficientes  en  la  síntesis  de  CoQ muestran  hipersensibilidad  a  este  tipo  de  ácidos 
grasos  poliinsaturados  (Poon  et  al.,  1997).  Mediante  la  plataforma  YEASTRACK 
(Abdulrehman  et  al.,  2011;  Monteiro  et  al.,  2008)  también  es  posible  encontrar 




















































































En mamíferos,  numerosos  estudios  han  demostrado  que  el  CoQ  protege  frente  al 
estrés oxidativo. En  células CEM‐C7H2,  la adición de CoQ exógeno  las protege de  la 
muerte  por  apoptosis  en  condiciones  de  deprivación  de  suero  por  inhibición  de  la 
liberación de ceramida y  la activación de  la caspasa‐3  (Fernández‐Ayala et al., 2000). 
Cuando el estrés es suave,  la deprivación de suero provoca una acumulación de CoQ 






Un  paso  posterior  en  el  proceso  de  regulación  de  la  síntesis  de  CoQ  son  los 










Cada  vez  hay  más  evidencias  de  la  existencia  de  un  complejo  multienzimático 
necesario para síntesis de CoQ en eucariotas. La primera prueba es la acumulación del 
mismo  intermediario  temprano de  la síntesis, el HHB en  los mutantes nulos para  los 
genes  COQ  (coq3‐coq9)  (Poon  et  al.,  1997).  Otro  indicio  de  la  existencia  de  este 
complejo es que la presencia de algunas proteínas Coq son necesarias para mantener 
los  niveles  de  otras  de  estas  proteínas.  Además,  la  sobreexrpresión  de  Coq8p  ha 




la  interacción directa entre  algunas de estas proteínas. Por  todo ello,  cada  vez está 
más aceptada  la  idea de que  las proteínas Coq  se organizan  formando un  complejo 
indispensable para la síntesis de CoQ. 
3.3.1. Acumulación de precursores en mutantes en la síntesis de CoQ 
En  levaduras,  una  característica  general  en  los mutantes  nulos  para  algunos  de  los 






Coq7p  posee  una  doble  función  enzimática  y  estructural,  y  en  el  caso  de  estos 
mutantes sólo se ve afectada la función enzimática (Figura 5). Esto mismo ocurre en el 








esto nos  lleva  a pensar que  algunas proteínas Coq  forman parte de un  complejo  y, 
además de una función catalítica, poseen una función estructural. 
 
Figura  5.  Acumulación  de  precursores  en mutantes  en  una  ruta  de  síntesis  líneal    y  un 
complejo de síntesis. A. a) En una ruta de síntesis lineal, las distintas proteínas van generando 
los distintos  intermediarios (I1 e I2) a partir del sustrato (S) para dar  lugar al producto (P). b) 
Cuando  una  de  las  proteínas  de  la  ruta  está  ausente  se  produce  la  acumulación  del 
intermediario que  es  sustrato de  esta  proteína  que  falta  (I1). B.  c)  En una  ruta  de  síntesis 
llevada a cabo por un complejo, cuando el complejo se une al sustrato se obtiene un producto 
final. d) Cuando  tenemos un mutante nulo para uno de  las proteínas del  complejo este  se 









3.3.2. Mantenimiento de  los niveles de proteínas Coq en  los mutantes en  la 
síntesis de CoQ 
Con  frecuencia,  cuando una proteína que  forma parte de un  complejo está ausente 
esto puede provocar la desestabilización del complejo.  El modelo de ensamblaje de un 




del  complejo.  En  el  caso  de  Coq3p,  en  los mutantes  nulos  para  los  genes  COQ,  se 









afectada en  los mutantes nulos,  aunque  su  ausencia  si  afecta a  los niveles de otras 
proteínas. El hecho de que  la expresión de algunas proteínas Coq no se vea afectada 
puede ser debido a que no formen parte del complejo o a que actúen previamente o 














Coq8p  es  otra  proteína  de  gran  importancia  en  el mantenimiento  del  complejo  de 
síntesis  de  CoQ.  Es  una  presunta  quinasa  implicada  directa  o  indirectamente  en  la 
fosforilación de Coq3p, Coq5p y Coq7p  (Martin‐Montalvo et al., 2011; Tauche et al., 
2008; Xie et al., 2011). Con frecuencia, para el estudio de los complejos de proteínas se 
utiliza  la  sobreexpresión  de  genes  que  supriman  los  efectos  de  determinadas 
mutaciones.  Para  el  estudio  del  complejo  de  síntesis  de  CoQ,  los  primeros  genes 
candidatos  para  analizar  el  efecto  de  su  sobreexpresión  en  un mutante  nulo  coq7 
fueron COQ4  y COQ8 debido  a  su posible  función  reguladora.  La  sobreexpresión de 
COQ4 no produjo ningún efecto  y el mutante  siguió acumulando HHB mientras que 
sobreexpresando COQ8 la levadura acumulaba DMQ, el sustrato enzimático de Coq7p 




la  sobreexpresión  de  Coq8p  ha  servido  para  ayudarnos  a  entender  la  función  y  el 
punto  de  la  ruta  en  el  que  actúan  cada  una  de  las  proteínas  del  complejo. 
Concretamente, esto permitió determinar que Coq6p  lleva a cabo  la hidroxilación del 
carbono  5  en  las  síntesis  de  CoQ  (Ozeir  et  al.,  2011)  y  confirmó  la  actividad  C‐
metiltranferasa de Coq5p (Nguyen et al., 2014; Xie et al., 2012). Al repetir lo mismo en 
un   mutante coq3 sólo se produjo  la acumulación de HHB,  lo cual era de esperar. Lo 
más  llamativo  es  que  ocurre  lo mismo  en  el  caso  de  coq4,  la  sobreexpresión  sólo 
produce  la acumulación de  intermediarios  tempranos  (Xie et  al., 2012). Además, en 

























inmunoprecipita  junto con Coq4p  (Marbois et al., 2005) y Coq9p  lo hace con Coq4p, 
Coq5p,  Coq6  y  Coq7p  (Hsieh  et  al.,  2007).  Mediante  cromatografía  de  exclusión 
molecular  se  observó  la  existencia  de  un  complejo  de más  de  700  kDa  en  el  que 
aparecen Coq3p, Coq4p, Coq6p además del  intermediario de síntesis DMQ6 (Marbois 
et al., 2005). Posteriormente, mediante BN‐PAGE,  se detectó  la presencia de Coq3p, 






También  se  ha  observado,  mediante  cromatografía  de  exclusión  molecular,  la 
existencia de un complejo de 1300 kDa que contiene Coq3p, Coq4p y Coq7p (Marbois 
et al., 2009; Tran et al., 2006). 
Este  complejo de  síntesis parece estar  formado no  sólo por proteínas,  sino además, 




mutantes  nulos  Coq3‐Coq9  se  acumule  el mismo  intermediario,  HHB  (Poon  et  al., 








cómo  está  organizado.  Como  se  ha  dicho  anteriormente,  hay  indicios  de  que  un 
intermediario de  la síntesis  interviene en su formación. El HHB es un buen candidato, 
sin embargo, es poco probable debido a que se acumula en todos los mutantes nulos 
coq3‐coq9  (Poon  et  al.,  1997)  en  los  que  no  existe  complejo.  Esto  sugiere  que  es 
necesaria  la participación de  alguna proteína para  iniciar  la  formación del  complejo 
una  vez  que  Coq1p  y  Coq2p  han  dado  lugar  al  HHB.  Coq4p  podría  ser  una  buena 




et  al.,  2010).  En  E.  coli,  donde  no  existe  una  proteína  homóloga  a  Coq4p,  en  los 
mutantes  para  los  genes  de  la  síntesis  de  CoQ  se  produce  la  acumulación  de  los 
































La  fosforilación  es  un  mecanismo  de  señalización  celular  muy  importante  que 
interviene  en  la  regulación  del  metabolismo  bioenergético,  el  crecimiento  y 
diferenciación o  la  apoptosis.  La  fosforilación  actúa, por  ejemplo,  regulando el  ciclo 
celular a través de las quinasas dependientes de ciclina (Cdk). La adaptación celular en 
respuesta a estrés osmótico también está regulada por fosforilación mediante  la ruta 
de  señalización  HOG  (High  Osmolarity  Glycerol)  (Saito  and  Posas,  2012).  La 




los  que  se  encuentran  factores  de  transcripción,  otras  quinasas,  fosfolipasas  y 




energético.  Debido  a  esto  es  necesaria  la  existencia  de  un  complejo  sistema  de 
comunicación  intracelular  que  le  permita  responder  rápidamente  ante  las  distintas 
necesidades celulares. La fosforilación en la mitocondria era algo poco conocido hasta 
que el hallazgo de numerosas  fosfoproteínas y proteínas quinasa mitocondriales hizo 

















ser  fosforilados  (Hüttemann  et  al.,  2007).  La  síntesis  de ATP  también  es  controlada 





Además  de  los  complejos  de  la  cadena  respiratoria,  otro  ejemplo  en  el  que  la 
fosforilación regula  la actividad de complejos de proteínas mitocondriales   es el de  la 












abundancia  media  de  las  proteínas  Coq  es  un  25%  del  proteoma  completo 
(Ghaemmaghami  et  al.,  2003).  Coq5p muestra  la mayor  abundancia  dentro  de  las 
proteínas  y  su  expresión  representa  sólo  el  0,64%  comparada  con  la  proteína más 
abundante en  levaduras, Pma1p. Precisamente,  sólo Coq5p ha  sido detectada  como 
fosfoproteína  en  un  estudio  que  usa  una  metodología  con  mayor  resolución  que 
mejora  la  detección  de  fosfopéptidos  (Kanshin  et  al.,  2013).  De  hecho, 













(Xie et  al., 2011)  y que  sólo  se  acumule HHB  (Do  et  al., 2001).  Lo que no  sabemos 
todavía  es  si  la  fosforilación  es  necesaria  para  que  se  produzca  el  ensamblaje  del 
complejo o se produce una vez que el complejo está formado. Esto nos  indicaría si  la 
acción  de  Coq8p  es  previa  a  la  acción  de  Coq4p  o  si  Coq4p  actúa  de  manera 
independiente a Coq8p. 
 
A  diferencia  de  lo  que  ocurre  con  otras  proteínas  Coq,  la  fosforilación  de  Coq7p 
disminuye  la síntesis de CoQ (Martin‐Montalvo et al., 2011). Se detectaron tres sitios 
de  fosforilación  en  esta  proteína mediante  análisis  de  secuencia  con  el  programa 
ScanProsite (de Castro et al., 2006). Estos residuos fueron modificados a alanina para 
conseguir una versión de la proteína permanentemente desfosforilada y se observó un 
aumento en  los niveles de CoQ en  la  levadura. También se obtuvo una versión de  la 
proteína permanentemente fosforilada  sustituyendo los aminoácidos por glutámico o 
aspártico y se observó una disminución en  los niveles de CoQ. En el caso de Coq7p, 
esta  fosforilación hace que disminuya  la  síntesis de CoQ y  se acumule DMQ,  lo cual 






















El  gen  COQ4  fue  descrito  por  primera  vez  como  uno  de  los  genes  implicados  en  la 
síntesis de CoQ en S. cerevisiae (Belogrudov et al., 2001). Este gen nuclear codifica para 
un proteína de 335 aminoácidos que  se encuentra asociada a  la cara matricial de  la 
membrana  interna  mitocondrial.  Aunque  es  esencial  para  la  síntesis  de  CoQ  en 
eucariotas su función sigue siendo desconocida. De acuerdo con su papel en la síntesis 
de  CoQ,  los  niveles  de  ARNm  de  COQ4  aumentan  cuando  la  levadura  crece  en  un 
medio  con glicerol  como  fuente de  carbono, es decir,  cuando es obligada a  respirar 
(Belogrudov et al., 2001). Al analizar su secuencia no se encuentra homología con otras 
proteínas  ni  dominios  que  indiquen  que  posee  actividad  enzimática.  Existen  genes 
homólogos de COQ4 en todos los genomas de eucariotas y en algunas proteobacterias 
y cianobacterias, algunas de las cuales no contienen CoQ. Comparando varias de estas 





39% de  identidad y un 55% de similitud con  la proteína de  levadura, se  localiza en  la 
mitocondria y está funcionalmente conservado ya que el gen COQ4 humano es capaz 
de  restablecer  los niveles de CoQ6 y  la capacidad de  respirar en un mutante nulo de 







carece  de  una  caja  TATA  como  tal  y  que  presenta  sitios  de  unión  para  factores  de 
transcripción,  algunos  de  ellos  relacionados  con  el metabolismo  respiratorio  como 










ha  sido  propuesta  como  una  especie  de  anclaje  que  permite  la  formación  y 
estabilización de un  complejo de  síntesis multiproteico necesario para  la  síntesis de 
CoQ (Marbois et al., 2009). El hecho de que co‐cristalizara con una molécula de geranil‐
geranil monofosfato apoya la idea de que Coq4p podría actuar como un anclaje para la 





Como  se  ha  dicho  anteriormente,  existen  numerosas  enfermedades mitocondriales 
asociadas a deficiencia primaria de CoQ, es decir, debida a una mutación en uno de los 




En  un  estudio  llevado  a  cabo  en  nuestro  laboratorio  en  el  que  se  analizaron  las 
secuencias  de  los  genes  COQ  en  distintos  pacientes  con  deficiencia  de  CoQ10,  se 









células  con  CoQ.  Los  fibroblastos  del  padre  del  paciente,  también  portador  de  la 
mutación y con una deficiencia de CoQ, presentaban elevados niveles de lactato y unas 
características   propia de células con deficiencia de CoQ: prolongaciones más cortas, 
forma  irregular  y  menor  tasa  de  crecimiento.  Las  características  morfológicas 
mejoraron  tras  la adición de CoQ (Jimenez‐Ortega, 2009). Partiendo de esta base  se 
realizaron  experimentos  de  complementación  genómico‐funcional  en  la  levadura  S. 
cerevisiae  para  la  caracterización  del  gen  humano  y  de  la  mutación  E161D.  Tras 
comprobar  que  el  gen  humano  era  capaz  de  complementar  en  una  levadura 
delecionada para COQ4 (Casarin et al., 2008), se llevó a cabo la complementación con 
el alelo mutante. Los resultados demostraron que  la mutación E161D da  lugar a una 
proteína  incapaz  de  restaurar  los  niveles  de  CoQ  en  la  levadura  y  que  ejerce  un 
mecanismo de dominancia negativa sobre  la proteína silvestre en  levaduras diploides 
y,  por  tanto,  podría  ser  la  causa  de  la  deficiencia  de  CoQ  en  el  paciente  (Jimenez‐
Ortega, 2009). 
Recientemente,  se  ha  publicado  el  caso  de  un  paciente  con  una  deleción  en  el 
cromosoma 9 que incluye el gen COQ4. El paciente presentaba al nacer características 
dismórficas,  un  pequeño  defecto  septal  ventricular,  debilidad,  hipotonia  e 
hiporreactividad,  retraso  del  crecimiento.  En  los  meses  siguientes  mostró  poco 
crecimiento,  la hipotonia y  la debilidad empeoraron y  fue hospitalizado varias veces 
con  infecciones  respiratorias  severas. A  la edad de  tres  años presentaba un  retraso 





















semanas  pudo  andar  por  sí  solo  y  hubo  una  mejora  general  en  su  atención  e 








podemos  considerar  a  Coq4p  como  una  proteína  esencial  para  la  formación  del 





buen  candidato para  servir de anclaje a  la  cola  isoprenoide del HHB  sintetizado por 
Coq1p y Coq2p. Debido a que la regulación por fosforilacion en la mitocondria es algo 
frecuente y que se ha demostrado que la actividad de algunas de las proteínas Coq es 
regulada mediante  fosforilación, nuestra hipótesis es que Coq4p podría  ser  también 




































El objetivo principal de  esta  tesis doctoral  es determinar  la  función de Coq4p  en  la 
formación  del  complejo  de  síntesis  de  CoQ  de  Saccharomyces  cerevisiae.  Para  ello 
planteamos los siguientes objetivos concretos: 
 
1. Estudio  del  complejo  de  síntesis  de  CoQ  mediante  experimentos  de 
sobreexpresión en los distintos mutantes coq. 
 





4. Determinación  de  la  implicación  de  Coq4p  en  la  estabilidad  de  los  complejos 
respiratorios. 
 


















































cultivo  a  una  concentración  final  de  10  µg/ml  para  seleccionar  las  bacterias  con 




















Para el diseño de cebadores con  los que  se clonaron  todas  las versiones de COQ4 y 
para  la  generación  del  doble  mutante  se  utilizó  el  programa  informático  Primer 
Premier  5.00  (Biosoft  International).  Los  cebadores  utilizados  para  la  mutagénesis 




del  laboratorio  de  Cathy  Clarke  (Anexo  3). A  partir  de  estos  plásmidos  los  distintos 
genes COQ  fueron  clonados en el plásmido multicopia pRS426  (en el  caso de COQ8 
también  en  el  plásmido  pRS425)  mediante  digestión  con  distintas  enzimas  de 
restricción y ligación.  
El  gen  COQ4  fue  clonado  en  los  vectores  pYES2.1  TOPO  TA  (Invitrogen)  y  pET28a 
(Novagen) para su expresión en levaduras y bacterias respectivamente. Para ello el gen 
se  amplificó  mediante  PCR  a  partir  de  genómico  de  levadura  y  los  cebadores 
FyCOQ4_BamHI y yCOQ4NS_R (Tabla 2). Las reacciones de amplificación se  llevaron a 













1  1  Desnaturalización  95  300 
2  24  Desnaturalización  95  45 
    Alineamiento  62 (∆‐0,50C/min)  45 
    Extensión  72  60s/Kb 
3  6  Desnaturalización  95  45 
    Alineamiento  50  45 
    Extensión  72  60s/Kb 








de  corte  para  las  enzimas  de  restricción  BamHI  y  XhoI  (Fermentas)  utilizando  los 




Se utilizó  el programa GPS  2.1  (Xue  et  al.,  2008) para determinar posibles  sitios de 
fosforilación  en  la  secuencia  de  Coq4p  de  S.  cerevisiae.  Para  determinar  que 
aminoácidos estaban conservados se llevó a cabo el alineamiento de las secuencias de 
proteína  utilizando  el  programa  AlignX  (Vector  NTI  Advance  11.5.1,  Invitrogen).  El 








































DO600nm/ml.  Se  toman  50  µl  de  bacterias  competentes  a  las  que  se  añade  el  ADN 
plasmídico y se incuban durante 30 minutos en hielo. Posteriormente se someten a un 















a  48000  g  durante  20  minutos  a  4oC  para  eliminar  restos  celulares.  Se  toma  el 
sobrenadante. 
Una  vez  que  tenemos  el  sobrenadante  llevamos  a  cabo  la  purificación mediante  el 


















La  determinación  de  proteínas  se  llevó  a  cabo  mediante  el  método  de  Bradford 
(Bradford,  1976).  Para  ello  se  utiliza  una  cubeta  de  espectrofotometría  a  la  que  se 
añaden 50 μl de NaOH 1 M, 20 μl de muestra (la cual se diluye en caso de que haya 
demasiada cantidad de proteína) y 1 ml del reactivo de Bradford Bio‐Rad Protein Assay 

























DO600nm de 0,8‐ 0,9. Se centrifugan  las  levaduras  (2500 g, 5   minutos) y se  lavan con 
agua estéril. El pellet de células se resuspende en 500µl de acetato de litio 0,1 M y se 
incuban 5 minutos a temperatura ambiente. Para cada reacción de transformación se 









30.  A  continuación,  las  células  se  resuspenden  en  1  ml  de  medio  rico  (YPD), 
incubándose  durante  2  horas  a  30oC.  Por  último,  se  centrifugan  las  levaduras  5 
minutos a 2000 g, se retira el sobrenadante y se resuspenden las células en 100 μl de 
agua  estéril,  sembrándose  el  contenido  en  placas  de medio  selectivo.  Se  incuban  a 
30oC hasta la aparición de colonias (48‐72 h). 
16. Generación de un doble mutante coq4/coq7 en levadura 
La  generación  del  doble mutante  se  llevó  a  cabo  sustituyendo  por  recombinación 
homóloga el gen COQ4 de una levadura coq7 mutante por un cassette de selección por 
higromicina. Para ello se amplificó por PCR el gen de resistencia a higromicina a partir 















con ditiotreitol  (DTT) 10 mM) y  se  incuba durante 30 minutos con agitación  suave a 
30oC. El DTT reduce  los puentes disulfuro de  las manoproteínas que  forman  la pared 
celular y facilita la posterior acción de la zymoliasa. Tras la incubación, se  centrifuga a 
2000  g  durante  5 minutos  y  el  pellet  se  resuspende  en  2 ml  de  tampón  B  (fosfato 
potásico 20 mM pH 7,4 y sorbitol 1,2 M) por gramos de peso fresco y se le añade 2,5 
mg de zymoliasa 20T por gramo de peso fresco (Seikagaku Corporation). Todo esto se 
incubó  durante  60‐90 minutos  a  30oC  con  agitación.  Este  paso  consigue  eliminar  la 
pared celular de  las  levaduras y obtener  los esferoplastos. Una vez digerida  la pared 
celular,  la  suspensión  se  centrifugó  a  4000  g  5minutos.  A  partir  de  este momento 
todos  los pasos se realizan manteniendo en frío  las muestras. El pellet se resuspende 
en 10 ml de tampón C (K‐MES pH6 y sorbitol 0,6 M) al que se le añade PMSF 1 mM y 
cocktail  inhibidor  de  proteasas  Complete  EDTA‐free  (Roche).  A  continuación  se 
introduce  todo en un homogenizador Dounce  (vidrio‐vidrio)  y  se  rompen  las  células 
mediante 40 golpes de homogenizador. La muestra se centrifuga a 2000 g durante 5 
minutos  a  4oC  para  eliminar  restos  de  componentes  celulares.  El  sobrenadante  se 
centrifuga  a  12000  g  durante  15 minutos  a  4oC.  Tras  la  centrifugación  la  pella  está 
formada por una fracción de membrana enriquecida en mitocondria cruda. Estos dos 
últimos  pasos  de  centrifugación  se  repiten  lavando  con  12 ml  de  tampón  C  para 










Para ver el crecimiento de  las distintas estirpes en medio   YPG e YPD  tanto en placa 
como en un medio líquido se crecen las levaduras en medio líquido selectivo al 2% de 
glucosa durante toda la noche. Al día siguiente, si es necesario inducir la expresión de 
la  proteína,  se  centrifugan  los  cultivos  y  se  resuspenden  en  el mismo  volumen  de 
medio SDc‐ura 2% galactosa para inducir la expresión del gen y se cultivan 4h a 30oC en 
agitación.  A  continuación  se mide  la  DO660nm  y  se  inoculan  cultivos  de  YPG  e  YPD 
líquido a 0,1 UA/mL. A partir de este punto se mide la DO600nm de los cultivos durante 
al menos 5 días hasta que llegan a la fase estacionaria 
Para  el  crecimiento  en placa  se hace una dilución del  cultivo para que quede  a  0,5 
UA/mL y se hacen 3 diluciones seriadas 1/10. De cada dilución se siembran 5 µL en la 
placa formando spots.  Las placas se incuban a 30oC durante 3 días. 




500  μl de SDS al 2%. Para  saber cuál es el  rendimiento de  la extracción y  cuál es  la 
cantidad  real  de  CoQ6  que  hay  en  la  muestra,  se  añaden  500  ng  de  CoQ9  como 
estándar  interno.  La muestra  se  agita  en  un  vórtex  a máxima  velocidad  durante  1 
minuto.  A  continuación  se  añaden  2 mL  de  una mezcla  de  etanol/isopropanol  en 
proporción 1:19 y se agita en el vórtex durante un minuto. Se añaden 5 ml de hexano. 
Se vuelve agitar en el vórtex y  se  centrifuga durante 5 minutos a 1000 g. Este paso 











de  (Beckman Coulter), una  columna de  fase  reversa Kromasil C‐18  termostatizada  a 
40ºC con un horno de columna, un detector ultravioleta en serie de tipo Diode Array 
modelo  166  (Beckman  Coulter)  y  un  detector  electroquímico  (ESA  Coulochem  III) 
compuesto de una célula guarda situada antes del  inyector automático configurado a 
+500 mV  en  serie  tras  el  inyector  automático,  para  oxidar  la mezcla muestra‐fase 
móvil. Se utilizan como fase móvil una mezcla de dos soluciones distintas. La solución A 
se compone de metanol 980 ml y 20 ml de una solución de acetato amónico 1 M en 
agua  con  pH  4.4  (ajustado  con  ácido  acético  glacial).  La  solución  B  se  compone  de 
propanol 980 ml y 20 ml de una solución de acetato amónico 1 M en agua con pH 4.4 
(ajustado  con ácido acético glacial).  La mezcla  se  compone de 60 % de  solución A y 
40% de  solución B.  El método es  isocrático  y  tiene una duración de 13 minutos.  La 
separación se realiza  todo el  tiempo a un  flujo de 1 ml/min y a 40ºC en el horno de 
columna  (columna  tipo C18 3,5 µm de  tamaño de partícula y 15 cm de  longitud). La 
presión normal del  sistema es 2,4  kpsi.  Las  condiciones electroquímicas  son  todo el 







En  la medida  del  ratio  del  CoQ  reduxido/oxidado  es  importante  realizar  la medida 
mediante HPLC  inmediatamente después de  realizar  la extracción y esta debe  ser  lo 
más  rápida  posible.  Para  ello,  se  tomaron  200  µg  de  una  fracción  enriquecida  en 
mitocondria y se  le añadió agua destilada hasta un volumen de 100 µL. Se añade ß‐



































tras un minuto de  incubación,  se  le añade NADH 160 µM.  La actividad específica  se 
determina restando  la pendiente del rango  lineal  inicial antes de  la adición de NADH 













lo  que  se mide  es  respiración mitocondrial. Mediante  el  programa  System Gold  de 
Beckman  se  registra  la  señal  del  electrodo  y  se  calculan  las  pendientes 
correspondientes  al  consumo  de  oxígeno  en  el  rango  lineal  antes  y  después  de  la 
adición del cianuro. La medida del consumo de oxígeno tras  la adición del cianuro se 
resta al dato obtenido  sin  cianuro. Finalmente  se determina el  consumo de oxígeno 





citometría  de  flujo.  Las  levaduras  se  cultivaron  en medio  selectivo  SDc‐ura  2%  de 
glucosa. Se midió  la DO660nm del cultivo, se  lavaron  las células y se resuspendieron en 
PBS a una  concentración  final de 2∙106  células/mL.  Las  células  fueron  incubadas  con 
hidroetidio 5 µM, MitoSox 2,5 µM y 123‐dihidrorodamina 5 µM durante 30 minutos a 
30oC. El hidroetidio nos da una idea del estrés oxidativo general en la célula. El MitoSox 


























30mM,  acetato  potásico    150 mM,  glicerol  10%,  PMSF  1mM)  al  que  se  le  añade  







membranas  de  nitrocelulosa  (Hybond  ECL; Ge Healthcare),  con  el  sistema  semiseco 
Trans‐Blot SD Transfer Cell (Bio‐Rad) y el tampón Tris / Glicine Buffer (Bio Rad). Como 










ambiente  con  el  anticuerpo  secundario  conjugado  con  HRP.  Después  de  cada 
anticuerpo se realizan tres lavados de la membrana con TTBS. 
Para el revelado de la membrana se utilizó el reactivo Luminata Classico Western HRP 
Substrate  (Millipore)  y  el  equipo Molecular  Imager  ChemiDoc  TM  XRS  (Biorad).  La 







Anti‐yCOQ4 (Abyntek)  39  1:5000  Conejo 
Anti‐yCOQ3 (Abyntek)  36  1:5000  Conejo 
Anti‐yCOQ8  (Abyntek)    1:1000  Conejo 
 
Tabla 5. Anticuerpos. 
26. Análisis  de  complejos  de  proteínas  mediante  electroforesis  en  condiciones 
nativas 
Las muestras  de mitocondria  solubilizada  se  resuspenden  en  5  µL  de  rojo  Ponceau 
0,1% en glicerol 50% (p/v) y posteriormente se añaden 4 µL de azul coomassie al 5% en 
ácido aminocapróico 0,5 M. Las muestras se someten a electroforesis en condiciones 
nativas  en  geles  en  gradiente  de  acrilamida  3‐13%.  Como  tampón  ánodo  se  utilizó 
25mM imidazol‐HCl pH 7. Como tampón cátodo se utilizó Tricina 50mM pH 7, Imidazol 
7,5 mM pH 7 y azul coomassie 0,02%. La electroforesis se realizó en un equipo SE600X 










Tras  realizar  la electroforesis el  gel  se  incuba durante  toda  la noche en  solución de 
fijación (50% metanol, 12% acético y 0,0185% formaldehído). Se  lava 3 veces durante 




incuba  en  solución  de desteñido  (carbonato  sódico  3%,  tiosulfato  sódico  0,0002%  y 
formaldehído 0,0093%) en oscuridad hasta que aparezcan  las bandas de proteína. Se 
lava  la membrana 2 veces con agua destilada y se para  la reacción con  la solución de 
















































































































































































genes  coq3‐coq9  acumulan  el mismo  intermediario  de  la  síntesis, HHB  (Poon  et  al., 
1997). Otro  indicio de  la existencia de este complejo es que  la presencia de algunas 
proteínas Coq es necesaria para  la  función  y mantenimiento de  los niveles de otras 
proteínas Coq (Baba et al., 2004; Belogrudov et al., 2001; Gin and Clarke, 2005; He et 
al., 2014; Hsieh et al., 2007; Hsu et al., 2000; Johnson et al., 2005; Tran et al., 2006; Xie 
et  al., 2012).  Sin embargo, hay proteínas  como Coq1p, Coq2p, Coq5p  y Coq8p  cuya 
expresión no se ve afectada en los mutantes nulos por lo que podrían no formar parte 




La  sobreexpresión  de  determinados  genes  puede  utilizarse  para  el  estudio  de 
complejos  de  proteínas  buscando  la  supresión  de  los  efectos  de  determinadas 
mutaciones. La  sobreexpresión de Coq8p en mutantes de  la  síntesis de CoQ ha  sido 
utilizada con  frecuencia para demostrar  la  formación del complejo de síntesis y para 





Coq8p  en  algunos  de  estos  mutantes  estabiliza  de  alguna  manera  el  complejo  y 
permite su  formación aun en ausencia de una de estas proteínas. Este es el caso del 







Coq8p  también  sirvió para determinar  la actividad C5‐hidroxilasa de Coq6p  (Ozeir et 
al.,  2011)  y  la  actividad  C‐metiltranferasa  de  Coq5p  (Xie  et  al.,  2012).  Además,  la 
sobreexpresión  de  Coq8p  consigue  recuperar  los  niveles  de  proteínas  como  Coq3p, 
Coq4p, Coq7p y Coq9p en algunos de los mutantes coq (Xie et al., 2012; Zampol et al., 
2010).  Por  todo  ello,  la  sobreexpresión  de  Coq8p  ha  ayudado  a  entender  como  se 
organiza el complejo de síntesis y cuál es la función de algunas de las proteínas que lo 
forman. Teniendo esto en cuenta, podemos utilizar  la sobreexpresión de esta y otras 
proteínas  Coq  para  obtener  información  sobre  como  se  organiza  el  complejo  de 
síntesis de CoQ6.  
1.1. Sobreexpresión de genes COQ en levaduras silvestres 
Aunque  normalmente  los  estudios  de  sobreexpresión  se  realizan  en  mutantes 
buscando  suprimir  la mutación,  la  sobreexpresión  de  genes  en  levaduras  silvestres 
también puede darnos  información sobre  la  función de estos genes. En el caso de  la 
síntesis de CoQ6, la sobreexpresión de uno de los genes implicados en la síntesis puede 
tener efectos sobre el contenido de CoQ6 de  la  levadura y estos efectos podrían  ser 
diferentes según su función. En  la síntesis de COQ6 existen proteínas que poseen una 
función catalítica: Coq2p es una polipreniltransferasa que se encarga de unir el anillo 
benzoquinónico  a  la  cola  poliisoprenoide  (Ashby  et  al.,  1992),    Coq3p  es  una  O‐
metiltransferasa  (Hsu  et  al.,  1996;  Poon  et  al.,  1999),  Coq5p  una  C‐metiltranferasa 
(Barkovich et al., 1997) y Coq6p y Coq7p dos hidroxilasas (Marbois and Clarke, 1996; 
Ozeir et al., 2011). Otras proteínas parecen tener una función estructural o reguladora 
como Coq4p, Coq8p  o  Coq9p.  Sin  embargo,  algunas  proteínas  presentan  una  doble 














COQ  (COQ2‐COQ9)  fueron  clonados  en  el  plásmido  multicopia  de  expresión  en 
levaduras pRS426. Levaduras silvestres de la estirpe BY4741 fueran transformadas con 
estos plásmidos y cultivadas en medio selectivo con glucosa. A partir de estos cultivos 
se  purificó  una  fracción  enriquecida  en mitocondrias  y  se  realizó  una  extracción  de 
lípidos para su posterior análisis mediante HPLC‐ECD para determinar el contenido en 
CoQ6.  
Figura  8.  Sobreexpresión  de  genes  COQ  en  levaduras  silvestres.  Las  levaduras  fueron 
transformadas con  los distintos genes COQ en el plásmido multicopia pRS426. Se realizó una 
extracción  lipídica  a  partir  de  500  µg  de mitocondria  procedentes  de  estas  levaduras  y  se 
analizó  su contenido en quinonas mediante HPLC. El ensayo  se  llevó a cabo por  triplicado a 
partir de tres cultivos  independientes. Los valores corresponden a  la media ± SD de al menos 









antes,  las proteínas codificadas por estos genes poseen una  función enzimática en  la 
síntesis de CoQ6   por  lo que un exceso de éstas puede afectar de manera negativa al 
funcionamiento del complejo.  
Por otro  lado,  la sobreexpresión de otros genes producen un aumento de  los niveles 
de  CoQ6  con  respecto  a  la  levadura  control.  Estos  genes  son  COQ4  y  COQ7.  COQ4 
codifica para una proteína de función desconocida pero cada vez parece más evidente 





sintetizarían.  El  hecho  de  que  Coq7p  posea,  además  de  una  función  catalítica,  una 
función estructural puede explicar que su sobreexpresión haga que la síntesis de CoQ6 
aumente ya que ayuda a estabilizar el complejo de síntesis. 
Existen  otros  genes  cuya  sobreexpresión  parece  no  tener  efecto  en  la  cantidad  de 
CoQ6 sintetizado como es el caso de COQ5, COQ8 y COQ9, donde  los niveles de CoQ6 
son muy  similares  al  de  la  levadura  silvestre.  Estas  proteínas  poseen  una  función 

















efecto  producía  su  sobreexpresión  en  un mutante  nulo  coq7  fueron  COQ4  y  COQ8 
debido a  su posible  función  reguladora.  La  sobreexpresión de COQ4 no  tuvo ningún 
resultado y el mutante sólo acumuló HHB. Sin embargo, La sobreexpresión de COQ8 en 
un mutantes nulo coq7 produce  la acumulación de DMQ6, sustrato de Coq7p,  lo que 
indica  que  esta  sobreexpresión  permite  la  existencia  de un  complejo  de  síntesis  en 
ausencia de Coq7p (Padilla et al., 2009). A partir de estos resultados, la sobreexpresión 
de COQ8 se ha realizado en todos  los mutantes coq  indicando que, en algunos casos, 
su  sobreexpresión  permite  la  formación  del  complejo  en  ausencia  de  alguna  de  las 
proteínas y  lleva a  la acumulación de  intermediarios tardíos diferentes al HHB (Xie et 
al., 2012). 
Teniendo  en  cuenta  la  información  que  la  sobreexpresión  de  COQ8  nos  ha  dado, 
llevaremos  a  cabo  la  sobreexpresión  de  los  distintos  genes  COQ  en  los  diferentes 
mutantes nulos coq. Para ello, transformamos las distintas levaduras mutantes con los 
genes COQ en el plásmido multicopia pRS426 y el plásmido de copia simple pRS316. 
Las  levaduras  fueron  cultivadas  en medio  selectivo  con  glucosa.  A  partir  de  estas 
muestras  se  purificó  una  fracción  enriquecida  en  mitocondrias  y  se  realizó  una 
extracción de lípidos para su posterior cuantificación mediante HPLC‐ECD. 
1.2.1. Sobreexpresión de genes COQ en un mutante nulo coq3 
El mutante  coq3  fue  transformado  con  el  gen  COQ3  silvestre  en  plásmido  en  copia 
simple (sCOQ3) y en multicopia (mCOQ3). El gen en copia simple rescató los niveles de 
CoQ6 hasta valores similares al de la levadura silvestre mientras que en multicopia los 
valores  de  CoQ6  eran  mucho  menores  (Figura  9).  Este  es  el  mismo  efecto  que 
observamos  en  el  caso  de  la  sobreexpresión  de  COQ3  en  la  levadura  silvestre,  un 
exceso  de  proteína  Coq3  afecta  de  manera  negativa  a  la  síntesis  de  CoQ6, 
probablemente debido a que posee una función enzimática. Además de COQ3 también 
se sobreexpresaron otros   genes como COQ4, COQ5 y COQ8 con una posible  función 


















El mutante  coq4  fue  transformado  con  el  gen  COQ4  silvestre  en  plásmido  en  copia 
simple (sCOQ4) y con todos  los genes COQ en multicopia (mCOQ). La sobreexpresión 









cantidad  de  CoQ6  sintetizada  fue  mucho  mayor.  Este  resultado  coincide  con  el 
obtenido  en  el  caso  de  la  levadura  silvestre  en  el  que  la  sobreexpresión  de  COQ4 





















El mutante  coq5  fue  transformado  con  el  gen  COQ5  silvestre  en  plásmido  de  copia 
simple (sCOQ5) y en multicopia (mCOQ5). El gen en copia simple consiguió rescatar la 
síntesis de CoQ6 hasta valores similares a los de la levadura silvestre. Curiosamente, la 
expresión  de  COQ5  en multicopia  no  consiguió  rescatar  al mutante  nulo  y  sólo  se 
acumuló  un  intermediario,  que  aunque  no  ha  sido  identificado,  suponemos  que  es 
DDMQ6, el  sustrato de Coq5p.  Lo mismo ocurre en el  caso de  la  sobreexpresión de 
COQ8 (Figura 11). La acumulación de DDMQ6 sugiere que el exceso de proteína Coq5 o 
Coq8 ayuda a estabilizar el  complejo. Sin embargo, en el  caso de Coq5, este exceso 





unida permanente, por  lo que un exceso de esta proteína no  interfiere de  forma tan 
negativa  como  el  exceso  de  otras  en  la  estabilización  del  complejo.  Por  otra  parte, 
todo  indica que  la síntesis de CoQ6 es un proceso secuencial en el que  las proteínas 
Coq actúan una por una modificando el anillo quinónico. Un exceso de proteína Coq5 
puede  hacer  que  está  no  se  una  al  sitio  adecuado  para  llevar  a  cabo  su  función 
enzimática y por tanto la síntesis se detiene en este punto, acumulándose DDMQ6. Sin 
embargo, en  la  levadura silvestre  la sobreexpresión de COQ5 no producía este efecto 
negativo  y  los  niveles  de  CoQ6  eran  normales.  En  este  caso  el  complejo  ya  estaría 
formado previamente a la sobreexpresión por lo que Coq5p se encontraría en su lugar 






































































de  mitocondria  procedentes  de  estas  levaduras  y  se  analizó  mediante  HPLC.  A.  En  el 










El mutante  coq6  fue  transformado  con  el  gen  COQ6  silvestre  en  plásmido  de  copia 
simple (sCOQ6) y en multicopia (mCOQ6). El gen en copia simple rescató los niveles de 
CoQ6 hasta valores  incluso mayores que  los de  la  levadura silvestre mientras que en 
multicopia los valores de CoQ6 eran mucho menores. Este coincide con el  efecto que 
observamos en el caso de la sobreexpresión de COQ6 en la levadura silvestre, el exceso 





Figura  12.  Sobreexpresión  de  genes  COQ  en  un mutante  nulo  coq6.  Levaduras mutantes 
coq6  fueron  transformadas  con  distintos  genes  COQ  en  el  plásmido  multicopia  pRS426 
(mCOQ) o en el plásmido de copia simple pRS316 (sCOQ). Se realizó una extracción lipídica a 
partir de 500 µg de mitocondria procedentes de estas levaduras y se analizó mediante HPLC. 














coq8  fueron  transformadas  con  algunos  de  los  genes  COQ  en  el  plásmido  multicopia 
pRS426 (mCOQ) o, en el caso de COQ8, en el plásmido de copia simple pRS316 (sCOQ). Se 
realizó  una  extracción  lipídica  a  partir  de  500  µg  de mitocondria  procedentes  de  estas 











El mutante  coq8  fue  transformado  con  el  gen  COQ8  silvestre  en  plásmido  de  copia 
simple (sCOQ8) y en multicopia (mCOQ8). Al igual que ocurre al sobreexpresar COQ5 y 
COQ4,  la  expresión  en multicopia  de  COQ8  no  consiguió  rescatar  al mutante  nulo, 
mientras  que  este  si  lo  hacía  en  copia  simple.  Podemos  pensar  que  un  exceso  de 
Coq8p afecte de manera negativa a la formación del complejo, pero esto no es así en 
el caso de la sobreexpresión en el silvestre. Es posible que en el caso del silvestre en el 





Figura  14.  Sobreexpresión  de  genes  COQ  en  un mutante  nulo  coq9.  Levaduras mutantes 
coq9  fueron  transformadas  con  distintos  genes  COQ  en  el  plásmido  multicopia  pRS426 
(mCOQ) o en el plásmido de copia simple pRS316 (sCOQ). Se realizó una extracción lipídica a 
partir de 500 µg de mitocondria procedentes de estas levaduras y se analizó mediante HPLC. 










El mutante  coq9  fue  transformado  con  el  gen  COQ9  silvestre  en  plásmido  de  copia 
simple (sCOQ9) y en multicopia (mCOQ9). El gen en copia simple rescató los niveles de 
CoQ6  hasta  similares  a  los  de  la  levadura  silvestre mientras  que  en multicopia  los 
valores de CoQ6 eran mucho menores (Figura 14). Al igual que hemos dicho antes para 




rescatar  la  formación del  complejo de  síntesis mediante  la  sobreexpresión de COQ8 
(Padilla et al., 2009). Por ello, es interesante ver el efecto que tiene la sobreexpresión 
del resto de genes COQ en este mutante. 
El mutante  coq7  fue  transformado  con  el  gen  COQ7  silvestre  en  plásmido  de  copia 







que,  si  es  necesario  un  cambio  a  metabolismo  respiratorio,  este  DMQ6  pueda 
transformarse  rápidamente en CoQ6. Esto podría ocurrir a  través de  la activación de 
Coq7p, que toma el DMQ6 como sustrato. Es posible que las proteínas Coq formen un 














































síntesis  de  CoQ6  en  el mutante,  aunque  en  el  caso  de  un  plásmido multicopia  los 
niveles de CoQ6 eran incluso mayores que los del silvestre. Cuando se sobreexpresa a 
la  vez  COQ8  estos  niveles  aumentan  en  ambos  casos,  siendo mayores  que  los  del 
silvestre en el caso de sCOQ7 y casi el triple en el caso de mCOQ7. 
A  la vista de  todos  los  resultados obtenidos de  la  sobreexpresión de distintos genes 
COQ  en  los  mutantes  nulos  podríamos  clasificar  estos  genes  según  el  efecto  que 
producen en los niveles de CoQ6.  
Hay genes como COQ4 y COQ7 cuya  sobreexpresión produce un efecto positivo y  la 




tiene  una  posible  función  nucleadora,  por  lo  que  cuando  las  demás  proteínas  Coq 
están  presentes  el  número  de  complejo  de  síntesis  que  se  forman  dependen  del 










Existen  también  genes  como  COQ5  y  COQ8  cuya  sobreexpresión  no  afecta  a  una 















COQ3  y  COQ6.  Estos  genes  codifican  proteínas  con  función  catalítica  y  de  alguna 
manera, al aparecer en exceso, interfieren en el complejo. 
Por otro  lado,  la expresión de  todos  los genes en copia  simple  rescata  la  síntesis de 
CoQ6 hasta valores cercanos a  los de una  levadura silvestre ya que esta expresión es 
similar a la expresión que tendría un gen endógeno en una levadura silvestre. 
Tras  este  análisis  general,  es  necesario  destacar  el  caso  de  Coq4p  en  el  que  su 

















































CoQ en eucariotas.  Fue descrita por primera  vez en  S.  cerevisiae  (Belogrudov et  al., 
2001) aunque se han encontrado homólogos de esta proteína en todos los organismos 
eucariotas y algunos procariotas (Marbois et al., 2009). El análisis de su secuencia lleva 
a pensar que esta proteína no presenta una actividad  catalítica  y  cada  vez hay más 
indicios de que su función es intervenir en la formación y estabilización de un complejo 
multienzimático necesario para la síntesis de CoQ (Marbois et al., 2009). Aunque no se 
conoce  su  estructura  tridimensional,  existe  un  modelo  de  la  proteína  Coq4  de  S. 
cerevisiae basado en  la de  la proteína Alr8543, su homóloga en Nostoc sp. PCC7120, 







de  CoQ.  Uno  de  los motivos  que  nos  lleva  a  pensar  esto  es  la  existencia  de  una 
presunta quinasa, Coq8p  (Leonard et al., 1998). Además,  se ha descrito que algunas 
proteínas  implicadas  en  la  síntesis  de  CoQ  como  Coq3p,  Coq5p  y  Coq7p  son 















Experimentalmente  se  ha  demostrado  que  Coq7p  juega  un  papel  importante  en  la 
regulación  de  la  síntesis  de  CoQ6  en  S.  cerevisiae  mediante  fosforilación  (Martin‐
Montalvo et al., 2011, 2013). Para llevar a cabo este estudio, se analizó la secuencia de 
la  proteína mediante el programa ScanProsite (de Castro et al., 2006) y se detectaron 
tres  posibles  sitios  de  fosforilación.  Estos  residuos  se  modificaron  a  alanina  para 
conseguir  una  versión  de  la  proteína  permanentemente  desfosforilada.  Como 
consecuencia de estas modificaciones se observó un aumento en  los niveles de CoQ6 
en la levadura. Para obtener una versión de la proteína permanentemente fosforilada 
estos mismos  residuos  fueron  sustituidos por glutámico o aspártico. En este caso  se 
observó una disminución en  los niveles de CoQ6. A diferencia de  lo que ocurre con el 







Todo  esto  nos  lleva  a  pensar  que  es  probable  que  existan  otras  proteínas  Coq  que 






Como  acabamos  de  decir,  la  fosforilación  participa  de  manera  importante  en  la 
regulación de la síntesis de CoQ6. Coq8p ha sido propuesta como una posible quinasa 
implicada en  la  fosforilación de algunas proteínas Coq  como Coq3p, Coq5p y Coq7p 
(Tauche  et  al.,  2008).  Al  igual  que  estas  proteínas,  Coq4p  podría  ser  también  una 












Coq4p  de  S.  cerevisiae  y  se  seleccionaron  los  sitios  de  fosforilación  con  mayor 




de  falsos  positivos  viene  dada  por  el  valor  cutoff,  es  decir,  el  porcentaje  de  falsos 




Posición    Péptido  Score  Cutoff  Conservada 
333  T  NSQKRATTPA*****  15,889  3,444  No 
184  S  WLKRENVSPDTRAPV  15,139  3,444  Conservado 
153  T  LKEQPNITTEILHMD  6  5  Conservado 
154  T  KEQPNITTEILHMDK  9  5  Conservado en humano 
169  T  LAKLPHNTFGYVYYQ  6,4  5  Serina en humano y ratón  
 
Tabla  7.  Residuos  de  la  proteína  Coq4p  con mayor  puntuación  para  ser  fosforilables.  La 












sólo  estaba  conservada  en  humano  y  levadura,  se  seleccionó  al  estar  junto  a  la 
treonina 153. 
 
Figura  17.  Alineamiento  de  las  secuencias  de  Coq4p.  Se  alinearon  las  secuencias  de  la 
proteína  de  S.  cerevisiae,  H.  sapiens,  M.  musculus  y  C.  elegans  con  el  programa  Align  X 
(Invitrogen). Con flechas se  indican cuáles son  los aminoácidos de  la proteína de S. cerevisiae 
con alta probabilidad de ser fosforilados y que están conservados en las cuatro especies. En el 






no podemos deducir de  su estructura  secundaria.  El  siguiente paso para  conocer  la 
función de  los aminoácidos que hemos seleccionado  fue  localizarlos en  la estructura 
tridimensional de la proteína. La estructura de la proteína Coq4 de S. cerevisiae no se 
conoce  experimentalmente.  Sin  embargo,  si  se  conoce  la de  la proteína Alr8543 de 
Nostoc sp. PCC7120, homóloga a Coq4p, que ha sido resuelta mediante cristalografía 
de rayos X. Esta estructura ha sido utilizada para modelar la estructura tridimensional 
de  la proteína de S. cerevisiae  (Rea et al., 2010). Utilizando el programa  informático 
RasMol  2.7.5.2  (RasWin Molecular Graphics)  podemos  visualizar  la  estructura  de  la 
proteína Coq4 de S. cerevisiae y localizar estos aminoácidos. Como se puede observar 
en  la Figura 18,  las treoninas 153 y 154 y  la serina 184 de S. cerevisiae aparecen muy 
cerca  en  la  superficie  de  la  proteína  lo  que  podría  indicar  que  forman  parte  de  un 








Figura  18. Modelo  tridimensional  de  la 
proteína  Coq4p  de  S.  cerevisiae.  Los 
aminoácidos  seleccionados  en  S. 
cerevisiae  como  fosforilables  se 
marcaron  en  color  con  el  programa 
RasMol  2.7.5.2  (RasWin  Molecular 










fenotipo  que  el  mutante  nulo,  no  eran  capaces  de  sintetizar  CoQ6  ni  de  respirar 
(Marbois et al., 2009). Uno de estos aminoácidos, el glutamíco 226,  forma parte del 
dominio  de  unión  a  zinc  (Marbois  et  al.,  2009).  Estas  tres  mutaciones  han  sido 
localizadas en la estructura de la proteína (Rea et al., 2010). Cuando localizamos estos 
aminoácidos  junto con  los seleccionados para ser fosforilados podemos observar que 
estos  aminoácidos  aparecen  en  una  región  distinta  a  la  de  los  aminoácidos 
presuntamente  fosforilables  (Figura  19)  lo  que  puede  indicar  la  existencia  de  dos 
dominios distintos en la proteína.  
 
Figura  19.  Localización  de  las 
distintas  mutaciones  puntuales  en 
Coq4p.  Los  aminoácidos  mutados 
anteriormente  descritos  (G120E, 
E121K,  E226K)  (Marbois  et  al.,  2009) 
(en  rojo)  aparecen  en  una  región 
distinta  de  la  proteína  a  los 
aminoácidos  presuntamente 











Una vez estudiados  los posibles  residuos  fosforilables  in silico, hay que comprobar si 
realmente  se  fosforilan  o  no.  Para  ello  se  obtuvo  una  forma  permanentemente 




ya que no posee grupo hidroxilo que pueda  reaccionar  con el grupo  fosfato,  y que, 
debido a sus características, parece no producir muchos cambios en la proteína (Milne 
et  al.,  1992).  Se  obtuvieron  cuatro  versiones  mutantes  de  la  proteína:  una  con 
















anti‐V5.  Se  llevó  a  cabo  un  ensayo  quinasa  utilizando  como  sustrato  la  proteína 
purificada y una quinasa comercial como es  la proteína quinasa C (PKC) en presencia 










embargo,  las  versiones modificadas de  la proteína presentan una disminución de  la 
fosforilación  de  aproximadamente  un  30%,  a  excepción  del mutante  en  la  treonina 
169. Con esta última mutación la fosforilación no parece verse afectada. Debido a esto 
 
Figura  20.  Ensayo  de  fosforilación  in  vitro de Coq4p. A.  Fosforilación  con  [γ‐32P]ATP de  la 
proteína Coq4 purificada, tanto la versión silvestre (WT) como las mutantes. Como control de 
carga  se  realizó  un  WB  para  ver  la  cantidad  de  Coq4p  que  había  en  cada  muestra.  B. 








y  a  que  este  aminoácido  aparecía  separado  de  los  demás  en  la  estructura 
tridimensional,  descartamos  que  la  treonina  169  sea  un  residuo  fosforilable  y  que 
forme  parte  de  este  posible  dominio  de  fosforilación.  Los  resultados  obtenidos 
sugieren que los aminoácidos modificados podrían ser sujetos de fosforilación in vivo, 





























in  vitro  es  necesario  comprobar  el  efecto  que  tienen  in  vivo.  S.  cerevisiae  es  un 
organismo  anaerobio  facultativo  que  fermenta  glucosa  de  forma  preferente  en 
presencia  o  ausencia  de  oxígeno  pero  que  puede  asimilar  fuentes  de  carbono  no 
fermentables mediante  la  respiración  aerobia. Una  de  estas  fuentes  de  carbono  no 
fermentables  es  el  glicerol.  El  glicerol  se  incorpora  desde  el medio  a  través  de  los 
transportadores  específicos  Gup1/2p.  Una  vez  incorporado  es  fosforilado  por  la 
proteína Gut1p y reducido a dihidroxiacetona fosfato (DHAP) por Gut2p (Oliveira and 
Lucas,  2004).  LA  DHAP  entra  en  la  glucolisis  donde  es  convertida  en  piruvato.  El 
piruvato entra en la mitocondria donde es convertido en acetil‐CoA mediante la PDH y 
pasa al ciclo de Krebs. La respiración y  la disponibilidad de CoQ son necesarias en el 




Debido  a que Coq4p  es  indispensable para  la  síntesis de CoQ  y, por  tanto, para  la 
respiración  (Belogrudov et al., 2001),  lo primero que hay que comprobar es si estas 
levaduras  crecen  en  un medio  con  glicerol.  Para  ello  se  transformó  una  levadura 
mutante nulo en el gen COQ4 con las versiones silvestre y mutadas en un plásmido de 
expresión  en  levaduras,  el  vector  pYES2.1  TOPO©  TA  (Invitrogen).  Las  levaduras  se 
cultivaron 4 horas en galactosa para inducir la expresión del gen y posteriormente se 
pasaron a un medio con glicerol  (YPG) para ver  su capacidad  respiratoria. Se utilizó 



















La  levadura  complementada  con  el  gen  silvestre  presenta  un  crecimiento  similar 







en  el  mutante  nulo  ni  en  los  mutantes  puntuales  (Figura  21  A).  Al  repetir  el 
experimento  en  medio  sólido,  el  resultado  es  parecido,  mientras  que  la  levadura 
silvestre y la complementada con el gen silvestre crecen en la placa con medio YPG, las 
levaduras mutantes no crecen (Figura 21 B). Basándonos en estos resultados podemos 
decir  que  las  levaduras  portadoras  de  las  versiones  modificadas  presentan  una 
deficiencia en  la  respiración debido a  las mutaciones en Coq4p. Probablemente esta 
deficiencia se debe a que  las mutaciones provocan una proteína Coq4p no  funcional 






fosforilación  no  puedan  crecer  en  glicerol  y  que  estas mutaciones  estén  en  un  gen 
implicado en  la  síntesis de CoQ6 nos  llevaría  a pensar que  la  falta de  respiración  se 
debe a su vez a la falta de CoQ6. Para comprobar esto, las levaduras fueron cultivadas 
en un medio selectivo con galactosa para inducir la expresión de las distintas versiones 





niveles  de  CoQ6  normales  o  incluso  mayores  que  la  levadura  que  expresa  el  gen 




en Coq4p que  afectan  a  la  respiración  independientemente de  los niveles de CoQ6. 













de al menos  tres medidas  independientes expresada en pmoles de CoQ6  / mg de proteína. 
*P< 0,05  respecto  coq4::COQ4.  Sólo  se observaron diferencias  significativas  con  respecto  a 







levaduras  es  la medida  del  consumo  de  oxígeno  en  células  enteras. Mediante  esta 







se  producen  durante  la  fosforilación  oxidativa.  Para  asegurarnos  de  que  estamos 
midiendo el oxígeno consumido debido a  la respiración, durante el proceso se añade 









Figura 23. Consumo de oxígeno de  las  levaduras portadoras de  las versiones mutantes de 
COQ4. El consumo de oxígeno se midió en 3 mL de medio SDc‐ura 2% galactosa a 1 DO660nm.  
Los datos corresponden a la media ± SD de tres experimentos independientes. Se reprentaron 












mutantes  en  COQ4  presentaba  consumo  de  oxígeno,  mientras  que  la  levadura 
transformada con el gen silvestre presentaba valores similares a  la  levadura silvestre 






3.4. Las  actividades  dependientes  de  coenzima Q  de  la  cadena  respiratoria  se 
ven afectadas por las versiones mutantes del gen COQ4 
Una vez que hemos medido la respiración in vivo podemos realizar también un ensayo 





vitro de  la actividad de  los complejos I, III y I+III. Para ello, se cultivaron  las  levaduras 
en medio selectivo con galactosa para inducir la expresión de las distintas versiones de 

















III por  la falta de esta molécula. Estos resultados  indican que una de  las funciones de 
Coq4p estaría relacionada con el funcionamiento del complejo III, es decir, participa en 





proteína de mitocondria provenientes de  tres  cultivos  independientes.  Los datos mostrados 
corresponden  a  la media  ±  SD  de  al menos  tres medidas  independientes  de  la  actividad 









Las  mutaciones  puntuales  en  COQ4  afectan  de  alguna  manera  a  la  actividad  del 
complejo III. El complejo III es el encargado de transportar los electrones desde el CoQ 
hasta el citocromo c. Para ello el CoQ debe haber sido previamente reducido por  los 
complejos  I y  II de  la cadena respiratoria. Nuestros mutantes puntuales no presentan 





problema  sea  un  exceso  de  CoQ6  oxidado  se midió  el  estado  redox  del  CoQ6  en  la 
mitocondria, es decir el ratio entre la forma reducida y la oxidada. Para ello se realizó 
una extracción rápida del CoQ6  total  (ver Medida del ratio CoQ reducido/oxidado en 
materiales  y métodos)  a  partir  de  200  µg  de mitocondria  pero  en  presencia  de  un 
agente  reductor  como es el  β‐mercaptoetanol en  la extracción  lipídica para  impedir 
que el CoQ6 se reduzca y varíe la proporción entre las dos formas. 
En  los  resultados  se  puede  observar  que  las  levaduras  portadoras  de  las  versiones 
mutadas  de  Coq4p  presentan  unos  niveles mayores  de  CoQ6  tanto  oxidado  como 
reducido  con  respecto  a  la  levadura  que  porta  la  versión  silvestre,  como  habíamos 






















Hasta  ahora  sabemos que  las  levaduras portadoras de  las  versiones modificadas de  
Coq4p sintetizan CoQ6 y este está en su mayor parte en forma reducida. Por otro lado, 
el  complejo  III no presenta actividad, por  lo que podemos preguntarnos qué ocurre 
con este poder reductor que no es transferido de forma adecuada al complejo III. Este 























Figura 25. Producción de  radicales  libres en células enteras mediante citometría de  flujo. 
Las células se incubaron con dihidroetidio 5 µM y se analizaron mediante citometría de flujo. 






complejo  III  en  la  cadena  de  transporte  mitocondrial,  sin  embargo,  el  citocromo 






anión  superóxido.  Por  tanto,  podemos  considerar  que  la  reducción  de  citocromo  c 
acetilado es proporcional a la cantidad de superóxido. El protocolo es muy similar al de 
medida de  la  actividad del  complejo  III pero  añadiendo  citocromo  c  acetilado  como 
aceptor de electrones y partiendo de 100 µg de proteína de mitocondria. Como control 
de que el método funciona para medir producción de superóxido añadimos CoQ0 que 
genera  estrés  oxidativo.  El   CoQ0  es  igual  a  la molécula  de  CoQ  pero  no  tiene  cola 









WT::pYES2.1  1,7 ± 0,9  194,6 ± 0,8  99,9 ± 51,4 
∆COQ4::pYES2.1  2,3 ± 1,0  190,2 ± 11,4  5,4 ±  9,4 
∆COQ4::COQ4  1,1 ± 0,2  176,0 ± 9,2  5,5 ±  5,2 
∆COQ4::T153 T154  2,6 ± 0,7  183,9 ± 9,1  4,5 ±  6,9 
∆COQ4::S184  2,5 ± 1,4  190,4 ± 1,6  7,5 ±  11,9 








Los  resultados  indican  que  ninguna  de  las  levaduras  presenta  producción  de 
superóxido  (Tabla  8).  La  adición  de  CoQ0  demuestra  que  el  método  funciona 
correctamente  ya  que  se  detecta  la  producción  de  superóxido.  A  pesar  de  que  las 
levaduras mutantes, tanto el mutante nulo como los puntuales, poseen una disfunción 










adición de CoQ6  al medio  sirve para  restaurar  respiración en un mutante nulo  coq7 
aunque  esto  depende  de  la  estirpe  (Santos‐Ocaña  et  al.,  2002).  Como  se  ha  dicho 
anteriormente,  los  mutantes  nulos  coq3‐coq9  acumulan  un  mismo  intermediario 
temprano  de  la  síntesis,  el  HHB  (Poon  et  al.,  1997).  La  suplementación  con  CoQ6 
permite  la  acumulación  de  otros  intermediarios más  tardíos  de  la  síntesis  como  la 
acumulación de DMQ6 en el mutante coq7 (Padilla et al., 2009) o, en el caso de coq4, 
de HHAB (He et al., 2014). Además, estabiliza en parte los niveles de algunas proteínas 
de  la  síntesis como ocurre con Coq4p en  los mutantes coq3, coq6 y coq7  (He et al., 
2014). 
Algunos  autores  proponen  que  la  suplementación  rescata  el  fenotipo  de  todos  los 
mutantes  coq,  sin  embargo,  no  hay  datos  publicados  referentes  al  caso  de  COQ4.   
Teniendo esto en  cuenta, y partiendo de  la  idea de que Coq4p es necesaria para  la 
formación del complejo de  síntesis, podemos preguntarnos  si  la adición al medio de 
CoQ6  tiene el mismo efecto en un mutante  coq4 que en otros mutantes  coq.  Se ha 
observado que un mutante coq7 recupera la capacidad de crecer en un medio con una 
fuente de carbono no fermentable como es el glicerol cuando se añade CoQ6 al medio 




Hasta  ahora,  los  mutantes  puntuales  descritos  en  COQ4  presentaban  el  mismo 
fenotipo, deficiencia de CoQ6. Por ejemplo, el mutante coq4‐1 no contiene CoQ6 y por 
lo  tanto  no  es  capaz  de  crecer  en  un medio  con  glicerol  como  fuente  de  carbono 
(Belogrudov et al., 2001). Además, esta mutación afecta a  la  formación del complejo 
de  síntesis  impidiendo  la  presencia  de Coq3p  y Coq7p  en  el  complejo  de  alto  peso 
molecular de 1,3 MDa (Marbois et al., 2009). Por otra parte, los mutantes puntuales en 
fosforilación  en  COQ4  presentan  niveles  normales  de  CoQ6  por  lo  que  podemos 









cada  uno  de  los  mutantes  se  vería  afectado  en  una  de  ellas.  Por  ello,  resulta 
interesante observar el efecto de  la  suplementación en  ambos  casos, por  lo que  se 
utilizará el mutante coq4‐1 además de los mutantes en fosforilación.  






medio YPG  líquido  con y  sin CoQ6 2 µM durante 6 días. Para determinar el  crecimiento  se 
midió la DO660nm de cada cultivo a lo largo del tiempo. 
 












este disponible para  transferir  los electrones en  la  cadena  respiratoria mitocondrial. 
Sin embargo, en  los mutantes en  fosforilación existe  complejo de  síntesis pero este 
tampoco  es  suficiente  para  que  el  CoQ6  restaure  la  respiración.  Es  decir,  no  es  el 








que  la  estirpe  BY4741  es  capaz  de  incorporar  el  CoQ6  exógeno  a  la mitocondria  y 
descartar  que  este  sea  el  problema  en  los mutantes  coq4,  se  cultivaron  levaduras 
mutantes  coq5,  que  son  capaces  de  crecer  en  YPG  suplementado  con CoQ6  2µM,  y 







































YPD + CoQ6 
 
Figura 28. Incorporación de CoQ6 a la mitocondria. Una vez cultivadas las levaduras en medio 
YPD  suplementado  con  2  µM  de  CoQ6  se  purificaron  mitocondrias,  se  llevó  a  cabo  una 
extracción de lípidos y se midió el contenido en CoQ6 de cada muestra. La medida de CoQ6 se 
llevó a cabo por duplicado en cada experimento y se  repitió    tres veces a partir de cultivos 




















4.1. Niveles  de  expresión  de  proteínas  Coq  en  levaduras  portadoras  de  las 
mutaciones en Coq4p.  
Hasta  ahora,  los  resultados  obtenidos  parecen  indicar  que  Coq4p  posee  una  doble 
función, por un  lado participa en  la  síntesis de CoQ6 y por otro es necesaria para  la 
actividad  del  complejo  III.  Las  levaduras  mutantes  en  fosforilación  parecen  verse 
afectadas  en  esta  segunda  función  pero  no  en  la  síntesis  de  CoQ6  ya  que  poseen 
niveles de esta molécula normales o  incluso mayores que una  levadura silvestre. Por 
ello,  debemos  pensar  que  el  complejo  de  síntesis  se  forma  correctamente  en  estas 
levaduras.  Para  comprobarlo  lo  primero  que  debemos  hacer  es  estudiar  cómo  se 
encuentra el complejo en estas levaduras. 
Como  se  ha  comentado  anteriormente,  la  ausencia  de  algunas  proteínas  Coq  o 
determinadas mutaciones puntuales en éstas producen  la disminución de  los niveles 
de  otras  de  las  proteínas  del  complejo  como  ocurre  en  algunos  mutantes  coq4 
(Belogrudov et al., 2001; Marbois et al., 2009). Por esto, los niveles de estas proteínas 




mitocondria.  Se  analizaron  50  µg  de  proteína  de  cada  muestra  de  mitocondria 
mediante WB  SDS‐PAGE  utilizando  anticuerpos  específicos  contra  Coq4p,  Coq3p  y 
Coq8p.  
Como  se  puede  observar  en  la  Figura  29,  los  niveles  de  proteína  Coq3  disminuyen 
ligeramente  en  todos  los mutantes  en  COQ4  siendo  esta  disminución mayor  en  el 
mutante  nulo.  Lo mismo  ocurre  con  Coq8p,  llegando  casi  hasta  desaparecer  en  el 
mutante  nulo.  Sin  embargo,  en  los  mutantes  puntuales  los  niveles  de  Coq8p  se 














no  la catalítica (Padilla et al., 2009). Por el contrario, en el caso del   mutante coq4,  la 
sobreexpresión  de  COQ8  no  produce  ningún  efecto,  quizás  porque  Coq4p  actúa 
previamente  a  la  acción  de  Coq8p  o  simplemente  porque  estas  dos  proteínas  no 
guardan  una  relación  directa.  Debido  a  que  Coq4p  parece  ser  esencial  para  la 














Para  ello,  a  partir  de  un mutante  coq7  se  obtuvo  por  inserción  un  doble mutante 
coq4/coq7. Levaduras delecionadas en uno o los dos genes fueron transformadas con 
el  gen  COQ8  en  el  plásmido multicopia  PRS425  (Padilla  et  al.,  2009).  Las  levaduras 
fueron  cultivadas  en medio  selectivo  con  glucosa  ya  que  todas  eran  deficientes  en 
respiración. Se purificó una fracción enriquecida de mitocondria de  las  levaduras y se 
realizó una extracción de lípidos para su posterior análisis mediante HPLC.  




Xie  (Xie  et  al.,  2012)  en  los  que  analizan  los  intermediarios  acumulados 
sobreexpresando Coq8p y observan que en el caso del mutante coq4 sólo se acumula 
HHAB,  un  intermediario  temprano  de  la  síntesis,  a  partir  de  p‐ABA.  Con  estos 
resultados  podemos  concluir  que  Coq4p  es  imprescindible  para  la  formación  del 




determinar  la  cantidad de DMQ6  se  realizó una extracción de  lípidos a partir de 500 µg de 
mitocondria de levadura y se analizó mediante HPLC. La medida de DMQ se llevó a cabo por 
duplicado en cada experimento y se repitió  tres veces a partir de cultivos independientes. Los 







4.3. La sobreexpresion de Coq8p no  rescata  la  respiracion en  las  levaduras con 
mutaciones puntuales en COQ4 
La  sobreexpresión  de  Coq8p  no  es  capaz  de  suprimir  la  ausencia  de  Coq4p  en  la 
formación del complejo, sin embargo, podemos pensar que, en los mutantes puntuales 
que  si  son  capaces de  formar  complejo y  sintetizar COQ6,  la  sobreexpresión de esta 
proteína podría rescatar la respiración. Los residuos mutados en Coq4p son presuntos 
sitios  de  fosforilación  por  lo  que  la  falta  de  respiración  en  estas  levaduras  podría 
deberse a que Coq4p necesita estar fosforilada pero no puede hacerlo. Coq8p es una 
presunta quinasa necesaria para  la  fosforilación de varias proteínas de  la  síntesis de 
CoQ como Coq3p, Coq5p y Coq7p (Tauche et al., 2008) por  lo que su sobreexpresión 
podría rescatar la  respiración debida a la falta de fosforilación en estos residuos. Para 







Figura  31.  Crecimiento  en  medio  YPG  de  las  levaduras  sobreexpresando  Coq8p.  Las 
levaduras portadoras de las distintas versiones de Coq4p fueron trasnformadas con Coq8p en 













que estas dos proteínas  actúen de manera  independiente, por  lo que un exceso de 
Coq8p no afecte a la función de Coq4p. Por otra parte, hemos visto que el defecto en 
la  respiración de estas  levaduras se debe a  la ausencia de actividad del complejo  III. 
Otra  posible  explicación  es  que  estos  residuos modificados  son  esenciales  para  el 
funcionamiento del complejo III y Coq8p no tenga relación con esto.  
4.4.  Formación  del  complejo  de  síntesis  en  un  mutante  coq7  portando  las 
versiones modificadas de Coq4p sobreexpresando Coq8p 
Como hemos dicho existen dos tipos de mutantes en COQ4, aquellos como coq4‐1 que 
no  son  capaces de  formar el  complejo de  síntesis de CoQ  y por  tanto no  sintetizan 


























llevó a  cabo por duplicado en  cada experimento y  se  repitió    tres veces a partir de  cultivos 
independientes. Los valores corresponden a la media ± SD de al menos tres medidas expresada 
en pmoles de DMQ6 / mg de proteína. *P<0,001 diferencias significativas respecto al control 
coq4/coq7::COQ4.  B.  Las  mismas  muestras  de  mitocondria  se  analizaron  mediante  WB 







Con  respecto a  los niveles de DMQ6,  tanto  la  levadura con el gen  silvestre como  los 
mutantes en  fosforilación acumulan este compuesto  (Figura 32 A). Esto quiere decir 
que el complejo de proteínas está formado y  la síntesis se  lleva a cabo hasta el paso 
catalizado  por  Coq7p,  que  está  ausente.  El  hecho  de  utilizar  levaduras  sin  proteína 
Coq7p se debe precisamente a que podemos utilizar  la acumulación de DMQ6 como 









que Coq4p  esté presente  aunque no  sea  funcional puede  ayudar  a  estabilizar otras 
proteínas.  En  los mutantes  en  fosforilación,  el  complejo  se  forma  y,  por  tanto,  los 
niveles de proteína se mantienen igual que en el silvestre. Por consiguiente, además de 



















Durante  la  transferencia de electrones  los  complejos  I,  III y  IV bombean protones al 
espacio intermembrana generando un gradiente de protones entre ambos lados de la 
membrana interna. Dado que la membrana es impermeable al paso de protones estos 
pasan a través de  la ATP sintetasa, que utiliza  la energía por el paso de  los protones 




dos H+ de  la matriz. La energía  liberada por  la transferencia de electrones permite el 




situada  en  la  cara matricial  de  la membrana  interna mitocondrial  y  utiliza  el NADH 
procedente  del  ciclo  de  Krebs  (NDI1)  (Joseph‐Horne  et  al.,  2001).  La  principal 
diferencia de estas NADH deshidrogenasas con el complejo  I es que el transporte de 
electrones no  va  a  acoplado  a  la  trasferencia de protones  y,  a diferencia de  lo que 
ocurre en mamíferos, son insensibles a la rotenona y a la piericidina.  
El  complejo  II  o  succinato‐ubiquinona  oxidorreductasa  toma  dos  electrones 
provenientes del succinatoy reduce una molécula de CoQ, que a su vez toma dos H+ de 










protones son  translocados al espacio  intermembrana. Al oxidarse, el ubiquinol  libera 
también  dos  protones  al  espacio  intermembrana,  por  lo  que  por  cada molécula  de 
ubiquinona que llega al complejo III, son translocados cuatro H+. 
 





a  través  del  citocromo  b,  a  la molécula  de  ubiquionona  del  sitio  Q1  reduciéndola 
parcialmente  a  semiquinona.  Al  oxidarse  esta  primera  molécula  de  ubiquinol  dos 
protones pasan al espacio  intermembrana. A continuación, una segunda molécula de 
























que  los  complejos  respiratorios  fluyen  de  manera  independiente  dentro  de  la 
membrana mitocondrial  (Hackenbrock  et  al.,  1986)  aunque  otro  autores  apoyan  la 
teoría de que  los  complejos  respiratorios no  se encuentran al azar en  la membrana  
mitocondrial  interna  sino  que  se  organizan  formando  complejos  supramoleculares 
(Schägger  and  Pfeiffer,  2000).  En  S.  cerevisiae  el  complejo  citocromo  c  oxidasa  (IV)  
está  unido  al  complejo  citocromo  c  reductasa  (III)  y  lo  hace  de  tres  formas:  como 
dímero  libre  (III2) o como  supercomplejo con uno o dos monómeros de complejo  IV 
(III2IV1 o  III2IV2). La proporción en  la que se encuentran estas  formas depende de  las 
condiciones  de  crecimiento  (Schägger  and  Pfeiffer,  2000).  Recientemente,  algunos 
autores tienden a pensar en un modelo intermedio dinámico (Acín‐Pérez et al., 2008). 
 
Además  de  actuar  como  donador  de  electrones,  el  CoQ  podría  tener  una  función 
estructural en el mantenimiento del complejo III. Se ha demostrado la inestabilidad del 
complejo  III  en  levaduras  incapaces  de  sintetizar  CoQ6  y  su  recuperación  tras  la 
incorporación de CoQ6 exógeno a la mitocondria (Santos‐Ocaña et al., 2002). Por otro 
lado, el  complejo  III posee dos  sitios de unión a  coenzima Q, Q0  y Q1,  con el  fin de 
estabilizar el radical semiquinona producido en el paso de los dos electrones del CoQ al 
citocromo c, que sólo puede aceptar uno. Se ha descrito la unión de dos moléculas de 
CoQ al  sitio Q0  y una molécula al  sitio Qi  (Bartoschek et al., 2001).  La existencia de 
estas  tres  moléculas  de  CoQ  formando  parte  del  complejo  apoya  la  idea  de  una 
función estructural. Además es esencial para el bombeo de protones del complejo  III 
(Darrouzet and Daldal, 2002). 
Por otro  lado, se ha especulado con  la  idea de algunos de  las proteínas Coq también 
podrían  tener  algún  tipo  interacción  con  el  complejo  III  que  interviniera  en  su 
estabilidad ya que en los mutantes puntuales Coq4‐1 y Coq4‐2, mediante BN‐PAGE, se 












la  estructura  del  complejo  no  se  debe  sólo  a  la  falta  de CoQ,  analizamos mediante 
electroforesis BN‐PAGE  la organización de  los complejos respiratorios en un mutante 
nulo coq4 y en dos tipos de mutantes puntuales: coq4‐1, que no produce CoQ6 y  los 
mutantes en  fosforilación que, aunque contiene CoQ6  tiene el complejo  III afectado. 
Para  ello  se  purificaron  mitocondrias  procedentes  de  levaduras  con  las  distintas 
versiones de Coq4p y se solubilizaron utilizando digitonina como detergente para no 




Según  los  resultados  obtenidos  (Figura  33)  podemos  observar  que  las  levaduras 
portadoras  de mutaciones  en  COQ4  presentan  un  patrón  de  bandas  alterado  si  lo 
comparamos con una  levadura silvestre o complementada con el gen silvestre. Sobre 
todo  se  ve  afectado  el  complejo  III2IV1  y  el  complejo V  tanto  en  su  forma  dimérica 
como monomérica.  Esto  ocurre  tanto  en  el mutante  nulo  y  en  el mutante  puntual 
coq4‐1, que no poseen CoQ6, como en  los demás mutantes que sí poseen CoQ6. Por 
























Figura  33.  Análisis  de  los  complejos  respiratorios  mediante  electroforesis  BN‐PAGE. 
Mitocondrias  solubilizadas  con  digitonina  fueron  sometidas  a  electroforesis  en  condiciones 
nativas para analizar  la distribución de  los complejos respiratorios. En  la  imagen de  la  izquierda 
aparece  la tinción con azul coomassie y a  la derecha  la tinción con plata. Se observa que el  los 




































utilizada  para  el  estudio  de  complejos  de  proteínas.  En  la  síntesis  de  CoQ6  la 













formación  de  un mayor  número  de  complejos  y  se  sintetizarían más moléculas  de 
CoQ6. En el  caso de Coq7p  la  cantidad de esta proteína determina  la  conversión de 
DMQ6 a CoQ6 por lo que, a mayor cantidad de proteína, mayor contenido en CoQ6. Por 
otra parte existen proteínas como Coq5p y Coq8p cuya sobreexpresión no afecta a una 
levadura  silvestre  pero  en  el  caso  de  una  levadura  mutante  para  coq5  y  coq8 
respectivamente, el exceso de proteína provoca que no se sintetice CoQ6. Este efecto 




su  doble  función  enzimática  y  estructural.  Por  un  lado,  la  sobreexpresión  en  los 
mutantes coq5 y coq7 ayuda al ensamblaje del complejo permitiendo que se forme y 
se acumule el  sustrato de  cada una de ambas enzimas. Sin embargo, en el  caso del 






acumula  DDMQ6  por  lo  que  el  exceso  de  proteína  afectaría  a  la  actividad 
metiltransferasa. Con Coq9p sucede algo similar a lo que ocurre en el caso de Coq5p y 
Coq8p aunque la sobreexpresión en el mutante coq9 sólo provoca una disminución de 
los  niveles  de  CoQ6.  Por  último,  hay  proteínas  como  Coq3p  y  Coq6p  cuya 






Con  lo que  conocemos hasta el momento, podemos  suponer que  las proteínas Coq 
forman  un  complejo  multienzimático  y  que  Coq4p  parece  poseer  una  función 
nucleadora en la formación de este complejo uniéndose a un intermediario lipídico de 
la síntesis y permitiendo la unión del resto de proteínas hasta formar el complejo final 
de  síntesis  de  CoQ.  Sin  embargo,  todavía  no  sabemos  con  seguridad  cual  es  la 
composición  exacta  de  este  complejo  y  como  se  forma.  Dado  que  la  fosforilación 
participa en la regulación de la síntesis de CoQ, no es extraño pensar que el inicio de la 
formación  del  complejo  de  síntesis  esté  también  controlado mediante  fosforilación. 
Todavía no  se  conoce el mecanismo por el  cual  se  inicia  la nucleación del  complejo 
pero una posibilidad es que Coq4p sea una fosfoproteína y que sea  la fosforilación  la 
que  active  la  unión  de  esta  proteína  a  la  cola  isoprenoide  de  la molécula  de  HHB 














la  proteína  (Martin‐Montalvo  et  al.,  2011).  El  análisis mostró  que  Coq4p  presenta 
varios residuos susceptibles de ser fosforilados, algunos de ellos conservados en varias 
especies.  Mediante  un  ensayo  quinasa  hemos  determinado  que  Coq4p  es  una 
fosfoproteína, al menos  in vitro, y que el cambio de estos fosfoaminoácidos a alanina 
disminuye el grado de  fosforilación de esta proteína.  La  localización vecina de estos 
tres  aminoácidos  en  un modelo  tridimensional  de  la  proteína  en  la  superficie  de  la 







Otros mutantes  puntuales  han  sido  descritos  en  la  proteína  Coq4p  (Marbois  et  al., 
2009)  y  localizados  en  la  estructura  tridimensional  de  esta  (Rea  et  al.,  2010).  Al 
localizar todas las mutaciones puntuales en la estructura de la proteína se observa que 
las  anteriormente  descritas  se  sitúan  en  una  región  distinta  a  la  de  este  posible 
dominio de fosforilación. Teniendo esto en cuenta, la proteína Coq4p parece tener dos 
dominios, un primer dominio de unión  al HHB  y/o  a otras proteínas Coq  en  el que 
participarían  los  residuos  descritos  por Marbois  et  al.,  y  un  dominio  posiblemente 
regulador  de  la  actividad  de  la  proteína  que  es  controlado  por  fosforilación.  Por  lo 
tanto, esto podría significar que existe un punto de  regulación de  la síntesis de CoQ 
mediante  fosforilación en una etapa  temprana como es el  inicio de  la  formación del 
complejo de síntesis. 
 
Mediante  los  experimentos  llevados  a  cabo  en  las  levaduras  portadoras  de  las 
versiones modificadas en Coq4p podemos observar el efecto que estas versiones de la 
proteína producen  in vivo. Hasta ahora,  la única función conocida de Coq4p era  la de 
participar como nucleadora en  la formación del complejo de síntesis de CoQ6 y todos 









mutantes  presentan  un  fenotipo  distinto,  sintetizan  CoQ6  aunque  siguen  siendo 
deficientes  en  respiración.  Este  resultado  es  novedoso  ya  que  implica  que  Coq4p 
podría poseer una función relacionada con  la respiración mitocondrial  independiente 
de la síntesis de CoQ. La deficiencia en la respiración se confirmó mediante la medida 
de  consumo  de  oxígeno  y  se  observó  que,  como  era  de  esperar,  estas  levaduras 
mutantes no presentaban un  consumo de oxígeno  sensible a  cianuro.  Si  la  cantidad 
presente de CoQ no es un problema debemos preguntarnos por qué no son capaces de 
respirar. Estos mutantes carecen de actividad del complejo  III y  I+III. La actividad del 
complejo  I es  similar o  incluso mayor que  la de una  levadura  silvestre por  lo que el 
problema parece estar en el complejo III, el encargado de tomar los electrones del CoQ 
y  cederlos  al  citocromo  c.  La  deficiencia  en  la  actividad  en  el  complejo  III  debida 
mutaciones  en  Coq4p  podría  explicarse  debido  a  la  falta  de  CoQ6  ya  que  se  ha 
observado la inestabilidad del complejo III en levaduras deficientes en síntesis de CoQ6 












de  suponer  que  Coq4p  sea  necesaria  para  la  disponibilidad  del  CoQ  en  la  cadena 
respiratoria es necesario comprobar que realmente existe una cantidad suficiente de 






indican  que  el  ratio  CoQ  reducido/oxidado  es  incluso  un  poco mayor  que  en  una 
levadura silvestre por lo que no debería constituir un problema.  
La suplementación con CoQ6 ha sido utilizada para rescatar la respiración en la mayoría 
de  los mutantes en  la  síntesis de CoQ6  (He et al., 2014; Padilla et al., 2009; Santos‐
Ocaña et al., 2002). A diferencia de lo que ocurre con otros mutantes, este rescate no 
se produce en ninguno de  los mutantes  coq4.  La  importación de CoQ exógeno  a  la 
mitocondria es dependiente de la estirpe (Santos‐Ocaña et al., 2002), sin embargo, los 
resultados  descartan  que  este  sea  el  problema.  De  hecho,  los  mutantes  en  los 




de  resultados  donde  planteamos  la  posibilidad  de  la  existencia  de  dos  posibles 





haciendo  que  no  se  forme  correctamente,  o  quizás  simplemente  el  cambio  de 
aminoácido  provoca  un  cambio  conformacional  en  la  proteína  que  impide  que  sea 
funcional (Marbois et al., 2009). Uno de los aminoácidos mutados, E226K, forma parte 
del motivo de unión a zinc. La existencia de este dominio, como proponen los autores, 
podría  servir  como  sensor  del  estado  redox  de  la  mitocondria  e  incluso  que  la 
mutación  en  este motivo  podría  ser  la  causa  de  que  Coq3p  no  aparezca  formando 
parte de complejos de alto peso molecular en este mutante. 
Por  otro  lado,  existiría  otro  dominio  formado  por  los  aminoácidos  presuntamente 
fosforilables que son esenciales para la actividad del complejo III. En este caso es poco 
probable  que  este  defecto  se  deba  a  que  las  mutaciones  provocan  un  cambio 
conformacional de la proteína ya que ésta pueder llevar a cabo su función nucleadora 






aminoácidos  sean  sitios  de  fosforilación  y  que  a  través  de  estos  grupos  fosfato 
interaccione  con  el  complejo  III.  Esta  interacción  puede  ser  necesaria  para  que  el 
complejo reciba el CoQ o bien para activarlo. 
Utilizando la sobreexpresión de Coq8p podemos confirmar si existe o no un complejo 
de  síntesis  de  CoQ6  en  cada  uno  de  los mutantes.  A  la  vista  de  los  resultados,  los 
mutantes deficientes en síntesis de CoQ6 no poseen un complejo de síntesis mientras 








Con  respecto a  la  función de Coq4p  relacionada directamente  con  la  respiración,  se 
analizó  la  organización  de  los  complejos  respiratorios  en  los  distintos mutantes  en 
COQ4.    En  todos  los  casos,  la  falta de una proteína Coq4p  funcional dio  lugar  a un 
patrón  de  bandas  alterado  si  lo  comparamos  con  una  levadura  que  porta  el  gen 
silvestre. Algunos autores han propuesto  la  interacción de algunos polipéptidos de  la 
síntesis  de  CoQ  con  los  supercomplejos  respiratorios.  Mediante  BN‐PAGE  se  ha 
observado  una  alteración  en  el  patrón  del  complejo  bc1  de  S.  cerevisiae  en  los 
mutantes coq4‐1 y coq4‐2. Esta alteración no puede achacarse a la falta de CoQ debido 
a  que  no  se  observa  en  otros mutantes  deficientes  en  CoQ  (Marbois  et  al.,  2009) 
aunque también puede deberse a  las diferencias entre  las distintas estirpes utilizadas 
para el estudio. Basándonos en esto podríamos pensar que Coq4p interacciona con el 
complejo  III  y  lo  estabiliza, quizás no directamente,  sino que  le proporciona  el CoQ 
necesario para su estabilización. 








Coq2p.  Estas  dos  proteínas  no  forman  parte  del  complejo  de  síntesis.  El  HHB  se 
acumula  durante  la  fase  de  crecimiento  exponencial  cuando  el  metabolismo  es 
fermentativo  (Poon  et  al.,  1995).  Una  vez  sintetizado  el  HHB  este  podría  unirse  a 
Coq4p que actuaría como nucleadora. La unión de la cola isoprenoide del HHB a Coq4p 
no  se  ha  comprobado  experimentalmente,  sólo  podemos  basarnos  en  el  modelo 








la  fosforilación  de  estas  proteínas,  aunque  se  ha  observado  que  de  alguna  forma 
interviene  en  la  fosforilación  de  alguna  de  ellas  (Tauche  et  al.,  2008).  Además,  los 
estudios  de  sobreexpresión  realizados  hasta  ahora  indican  que  la  acción  de  Coq8p 
favorece  la  síntesis de CoQ6 por  lo que podría  tener un papel  fundamental en esta 
etapa de la síntesis. Esta fase de nucleación podría coincidir con el paso de las células a 




activada  mediante  desfosforilación  por  la  fosfatasa  Ptc7p  (Martin‐Montalvo  et  al., 























































1. Los  estudios  de  sobreexpresión  de  los  genes  COQ  apoyan  la  existencia  de  un 
complejo  de  síntesis  regulado  por  fosforilación  al  menos  en  alguno  de  sus 
componentes. 
2. La sobreexpresión de COQ4 provoca un aumento en los niveles de CoQ tanto en 
la  levadura  silvestre  como  en  el  mutante  coq4,  lo  cual  apoya  la  función 
nucleadora de Coq4p.  
3. Las treoninas 153 y 154 y la serina 184 son posibles fosfoaminoácidos.  








8. La expresión de  las  versiones modificadas de Coq4p no  afecta  a  la  síntesis de 
CoQ. 
9. La  sobreexpresión de COQ10  en  los mutantes en COQ4  sugiere que  estas dos 
proteínas no interaccionan. 
10. Coq4p posee una doble  función en el metabolismo mitocondrial, podría actuar 
nucleando el ensamblaje del  complejo de  síntesis de CoQ  y es  requerido para 
mantener la actividad del complejo III. 
11. . La ausencia de Coq4p o la expresión de versiones que producen deficiencia de 
CoQ  o  versiones  no  fosforilables  en  T153,  T154  y  S184  producen  una 
desorganización de los complejos respiratorios. 
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